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RESUMEN

NAVARRO MALDONADO, MARIA DEL CARMEN. Evaluacion de la
respuesta quimiotadctica de los espermatozoides de caballo hacia el liquido
folicular de yequa y determinacion de la naturaleza quimica del quimioatrayente.
(Bajo la direccion del M. V. Z., D. M. V. JAVIER VALENCIA MENDEZ y M. C., M.
en C. CARLOS VILLANUEVA DIAZ).

Se disefiaron tres experimentos utilizando un modelo de doble camara {dos
tubos unidos por un capilar). Los capilares (identificados con la letra C) se
saturaron con ac. hialurénico al 0.05% en fluido tubal humano (HTF), las camaras
experimentales (A) con los liquidos foliculares (LF) a evaluar y tas camaras control
(B) con albamina sérica humana al 7.5% en HTF (HTF-HSA 7.5%), como control
negativo. Los eyaculados se colectaron por vagina artificial transportando 5 mi en
10 mi de HTF, evaluando sus caracteristicas macro y microscopicas y lavandolos
dos veces, aproximando la concentracién espermatica a 50 x 10°
espermatozoides/ml. Diez microlitros se colocaron en los capilares. En el
experimento 1, se evalud liquido folicular crudo de yegua obtenido por puncion de
foliculos de ovarios colectados en rastro, vs. el medio control negativo. Las
camaras se incubaron a 15, 20, 25 y 30 minutos. Después cada liquido retirado se
centrifugd, resuspendiendo las pastillas en 0.3 m! del mismo medio. A los 30
minutos, el porcentaje de espermatozoides migrados hacia et liquido folicular fue
mayor al encontrado hacia el control negativo (55.92+14.67% vs. 17.01+17.48%)
con diferencias significativas (p<0.05). Este comportamiento fue similar para todos
los tiempos de incubacion {p>0.05). En el experimento 2, los liquidos foliculares se
trataron desnaturalizando proteinas por calor (LFcal), y por tripsina (LFtrip),
separando proteinas mediante un dializado (LFdial), y separando la fraccion
lipidica utilizando acetona y cloroformo (LFlip). El tiguido folicular crudo (LFcru) fue
el control positivo. Existid una mayor migracion hacia las camaras A para el LFtrip
(55.7%), LFcru (54.7%) y LFcal (57.4%) siendo intermedio e! LFlip (52.5%) vy
menor el LFdial (44%) con diferencias a p<0.05. La migracién especifica fue mayor
que la no especifica independientemente de los tratamientos (p<0.05). EI
experimento 3 evalud liquidos foliculares tratados con carbon-dextran eliminando
sus esteroides {LFcd), o dializados (LFdial), evaluandose también el medio HTF
del recambio, determinando la actividad quimiotactica de la fraccion no proteica. El
liquido folicular crudo (LFcru) fue el control positivo. Hubo mayor proporcién de
espermatozoides migrados en A para el medio HTF (53.8%), aunque fue similar al
LFcru (47.7%), LFdial (45%) y LFed (41.8%) a p>0.05. La migracion especifica fue
similar para todos los tratamientos (60.03 a 66.1%) (p>0.05), pero siempre fue
mayor que la migracidon no especifica (34 a 40%) (p<0.05). Estos experimentos
apuntan hacia la existencia de quimioatraccion del liquido folicular sobre los
espermatozoides en equinos, y a la presencia de un quimioatrayente comprendido
entre los esteroides y su proteina conjugada.

Palabras clave: Quimiotaxis, espermatozoides, liquido folicular equino
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SUMMARY.

NAVARRO MALDONADO, MARIA DEL CARMEN. Evaluation of the
chemotactic response of stallion spermatozoa toward mare follicular fluid and
determination of the chemoatractant chemical nature. (Under the direction of
MV.Z., DV.M. JAVIER VALENCIA MENDEZ and M. C., M. en C. CARLOS
VILLANUEVA DIAZ).

Three experiments were designed using a double chamber mode! (two
tubes joined by a capillar). Capillaries (identified with the letter C) were saturated
with hialuronic acid 0.05% in human tubal fluid (HTF), experimental chambers (A)
with the follicular fluids (FF) to evaluate and control chambers (B) with human
seric albumin 7.5% in HTF (HTF-HSA 7.5%), as negative control. Ejaculates were
collected by artificial vagina transporting 5 ml in 10 m! of HTF, evaluating their
macro and microscopic characteristics and washing them twice, approximating the
spermatic concentration to 50 x 10° spermatozoa/mi. Ten microlitres were placed
into the capillaries. In experiment 1, the crude mare follicular fluid obtained by
punction of ovary follicles collected at a staughterhouse was evaluated, vs. the
negative control medium. The chambers were incubated at 15, 20, 25 and 30
minutes. Then each withdrawn liquid was centrifuged, resuspending the pellets in
0.3 ml of the same medium. At 30 minutes, the percentage of spermatozoa that
migrated toward the follicular fluid was greater than the one found toward the
negative contro} (55.92214.67% vs. 17.01+17.48%) with significative differences
(p<0.05). This behaviour was similar for all incubation times (p>0.05). In
experiment 2, follicular fluids were treated for protein denaturalization by heat
(hFF), and by tripsin (tripFF), separating proteins by a dilaized (dialFF), and
separating the lipidic fraction using acetone and cloroform (lipFF). Crude follicular
fluid (cruFF) was the positive control. A major migration existed toward chambers
Afor tripFF (55.7%), cruFF (54.7%) and hFF (57.4%) being intermediate the lipFF
(52.5%) and minor the dialFF (44%) with differences at p<0.05. The specific
migration was greater than the non-specific independently of the treatments
{p<0.05). Experiment 3 evaluated follicular fluids treated with charcoal-dextran
eliminating their steroids (¢dFF), or dilaized (dialFF), also evaluating the HTF
medium of the change, determining the chemotactic activity of the non proteic
fraction. Crude follicular fluid (cruFF) was the positive control. There was major
portion of spermatozoa migrated toward A for the HTF medium (53.8%), although
it was similar to cruFF (47.7%), dialFF (45%) and cdFF (41.8%) at p>0.05. The
specific migration was similar for all the treatments (60.03 to 66.1%) (p>0.05), but
it was always greater than the non specific (34 to 40%) (p<0.05). These
experiments point to the existence of follicular fluid chemoattraction toward
spermatozoa in equines, and to the presence of a chemoatiractant comprised
between the steroids and their conjugated protein.

Key words: Spermatozoa chemotaxis, equine follicular fluid
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1. INTRODUCCION

La fusién de un ovocito con un solo espermatozoide durante la fertilizacion,
es debida a varios pasos que ocurren en un orden obligatorio. Estos pasos
incluyen el reconocimiento celular especifico de especies, la fusion de las
membranas intra e intercelulares y la modificacion de las envolturas celulares
catalizadas por accion enzimatica (Wassarman, 1987).

Brevemente, la cronologia de la fertilizacion consiste en el encuentro del

espermatozoide con las células del cumulus ocophorus del ovocito, seguido de su
aproximacion y unién con la zona pelicida a través de su membrana plasmatica.
Este evento incia una primera fase o capacitacion espermatica, en la que ocurre
una alteracion inicial de la membrana del espermatozoide, permitiéndole iniciar
una segunda fase o reaccion acrosomal, en la que se fusionan entre si las
membranas acrosomal externa y plasmatica del mismo, dando lugar a la
formacién de vesiculas y favoreciendo la exposicién de la membrana acrosomal
interna, con la consecuente liberacién de enzimas (acrosina y hialuronidasa). Asi
se permite al espermatozoide atravesar la zona peldcida hasta alcanzar el espacio
perivitelino del ovocito y fusionarse con la membrana plasmatica de este uitimo
(Wassarman, 1987; Parrish et al. 1989).

Finalmente ocurre un rapido bloqueo de la polispermia, mediante las
reacciones cortical y zonal del ovocito, las cuales involucran la fusion de la
membrana plasmatica de éste con la membrana de los granulos corticales que
ocupan la corteza del ovocito, y la liberacion de enzimas hidroliticas (proteinasas y
peroxidasas) procedentes de estos granulos, dentro del espacio perivitelino, con lo
gue se inactivan los receptores de espermatozoides localizados en la zona
pelucida. De este modo se forma una envoltura de fertilizacion (Wassarman,
1987).



Pero antes de gue el ovocito y los espermatozoides puedan encontrarse en
el sitio de fertilizacion, los espermatozoides eyaculados deben atravesar el cérvix,
utero y la union utero-oviducto para alcanzar el ampula del oviducto. Cada una de
estas estructuras reduce la poblacion de espermatozoides de manera que solo los
mas sanos y normales tienen la oportunidad de fertilizar al ovocito. De este modo
opera la seleccion natural que asegura la supervivencia de las combinaciones
genéticas Optimas para cada generacion (Harper, 1994).

El transporte de los espermatozoides depende en gran medida de la
movilidad propia de estas células y también de otros factores propios det aparato
genital femenino como son {a presidn negativa de la vagina durante el orgasmo, la
presencia de moco cervical y las contracciones uterinas, mismas que impelen la
porcion de espermatozoides eyaculados. Junto con estos espermatozoides puede
ocurrir que también sea transportado el plasma seminal que contiene cierta
cantidad de prostaglandinas, las cuales son absorvidas por las paredes de la
vagina y pueden estar involucradas en el incremento de las contracciones de la
vagina y del atero, aunque en éste ultimo actlien a menor escala (Harper, 1994).
Aunado a ello esta la accidon de los cilios y las contracciones musculares de}
oviducto (Ebert, 1965).

A su paso por el cérvix, el moco cervical permite {a seleccién de los
espermatozoides viables impidiendo que sean fagocitados por los leucocitos, ya
gue un 60% de los espermatozoides anormales o muertos son fagocitados por los
neutrofilos polimorfonucleares debido a que su presencia induce la quimiotaxis de
estos neutréfilos mediante la activacion del complemento (Troedsson et al. 1998),
o son eliminados por el movimiento del moco hacia la vagina; por ello es probable
que las criptas cervicales funcionen como un reservorio que permita la liberacion
continua de los mejores espermatozoides. Sin embargo el principal sitio de
almacenamiento de espermatozoides para la mayoria de las especies mamiferas
es la regidn istmica del oviducto. De este modo, el cérvix provee una barrera para



el ascenso de espermatozoides hacia el utero (Harper, 1984). En el caso de los
equinos, dado que la mayoria de los espermatozoides son depositados dentro del
Utero durante la eyaculacion, fa unién Utero-oviducto representa una barrera mas
importanie que el cérvix para que los espermatozoides alcancen el sitio de
fertitizacion en el ampula (Troedsson et al. 1998).

Una vez en Utero, las contracciones uterinas son iniciadas por la accién de la
oxitocina plasmatica que se incrementa por estimulo sexual, durante y después
del orgasmo en humanos, equinos, bovinas y porcinos, y como resultado de una
reaccion inftamatoria al semen. De esta manera el Utero remueve el excedente de
espermatozoides, los productos seminales y los contaminantes fuera del aparato
reproductor femenino, al mismo tiempo que favorece el transporie de los
espermatozoides seleccionados hacia el oviducto (Troedsson et al. 1998).
También en el Gtero existe la accion de un factor inductor de las contracciones
uterinas y de la movilidad espermatica conocido como PAF (platelet-activating
factor), de naturaleza lipidica, presente tanto en [os espermatozoides como en los
tejidos uterinos de humanos, leporidos y ratas (Harper, 1994). Por otra parte, las
prostagtandinas uterinas y las provenientes del plasma seminal también favorecen
la ocurrencia de contracciones uterinas, aunque estas Ultimas lo hagan en mucho
menor escala (Troedsson et al. 1998). Ademas, al momento de la ovuiacion el
endometrio sufre cambios en su epitelio y en sus secreciones, las cuales son ricas
en proteinas tales como albumina, prealbimina, transferrina y postransferrina, y
en un aminoacidc flamado taurina que mantiene la movilidad del espermatozoide,
protegiéndolo del efecto dafino de las altas concentraciones de potasio, y
manteniendo asi un nivel interno de calcio adecuado para su movilidad {(Harper,
1994). Esta movilidad del espermatozoide no solamente es importante para su
transporte, sino que adquiere un papel preponderante en la penetracion de la zona
peltcida del ovocito {(Ebert, 1965).



En la unién Gtero-oviducto también ocurren contracciones, por accién de las
prostaglandinas locales (PGE, y PGF.,), que no solo favorecen la captura del
ovocito desde la superficie del ovario, sino también la propulsién de
espermatozoides a través de la unién utero-oviducto y hacia el sitio de
almacenamiento en el istmo (Harper, 1994). De este modo, esta region funciona
como filtro de espermatozoides ya que después de que los espermatozoides
entran en el oviducto, son distribuidos de dos maneras: unos cuantos son
rapidamente fransportados a la regién ampular, pero no son los que fertilizan al
ovocito en aquellas especies en las que ia monta tiene iugar antes de que ocurra
la ovulacion, mientras que otros permanecen en la regidn proximal del istmo hasta
que ocurre la ovulacidon, region en donde se ha propuesto que pudieran quedar
ligados a las células epiteliales, por lo que se suprimen la movilidad, la
capacitacion y la reaccion acrosomal de los espermatozoides (Parrish et al. 1989;
Harper, 1994; Troedsson et al. 1998). Una vez ocurrida la ovulacién los
espermatozoides reanudan su movilidad hasta alcanzar al ovocito (Parrish et al.
1989; Ward and Kopf, 1993).

Algunos cambios ocurridos en dicha region que podrian estar involucrados
en el cese temporal de Ila movilidad espermética son: las elevadas
concentraciones de esteroides como la androstenediona y el estradiol (E2), que
regulan las contracciones del istmo del oviducto de cerda (Hunter et al. 1983). Las
acciones enzimaticas (anhidrasa carbonica) que ocurren para regular el estado
acido-basico del fluido luminal en esa region, las cuales regulan la inmovilidad de
tos espermatozoides en porcinos (Rodriguez-Martinez et al. 1991), la
concentracion de potasio como inhibidor in vitro de la hiperactivacion del
movimiento flagelar det espermatozoide, y de piruvato como estimulador in vitro de
la hiperactivacion del movimiento flagelar del espermatozoide de conejo (Burkman
et al. 1984), el gradiente de temperatura desde el istmo hasta el ampula, en donde
{a temperatura en el istmo es mas baja que en el &mpula del oviducto de cerda
(Hunter and Nicol 1986), y las concentraciones de catecolaminas (dopamina,



epinefrina y norepinefrina) que se incrementan durante el estro y estdn mas
elevadas en el istmo que en el ampula del oviducto de coneja, regulando la
actividad de la musculatura lisa a este nivel (Khatchadourian et al. 1987). Aunque
se desconoce con exactitud, la manera como ejercen su influencia en ello (Harper,
1994).

Por su parte, {a supresién de ia capacitacion espermatica y de la reaccion
acrosomal en el istmo del oviducto, se debe a que cuando los espermatozoides
quedan ligados a las células epiteliales del oviducto, las concentraciones de calcio
intracelular de los espermatozoides se mantienen en niveles basales (Troedsson
et al. 1998).

El tiempo que los espermatozoides permmanecen en este sitic de
almacenamiento puede ltegar a ser muy largo en algunos mamiferos como los
equinos, en los que se ha observado que cuando se inseminan yeguas 6 dias
antes de que ocurfa su ovulacion, quedan gestantes. Una posible explicacion de
esta longevidad de los espermatozoides almacenados esta en algunas proteinas
provenientes del plasma seminal, las cuales rodean a los espermatozoides
protegiéndolos de la fagocitosis selectiva, porque reducen la migracion y
quimiotaxis de los neutrdfilos que fagocitan a los espermatozoides. Ademas,
previenen la ocurrencia de la capacitacion espermatica prematura, es decir que
act(an como factores descapacitantes (Troedsson et al. 1998). También algunas
proteinas provenientes de! fluido oviductal protegen al espermatozoide, tal es el
caso de una glicoproteina de 54 a 66 kilodaltons presenie en este fiuido en
humanos y ovinos, y que se une a la cabeza del espermatozoide favoreciendo el
incremento de su movilidad, previniendo su reaccion acrosomal, e inhibiendo la
activacion def complemento (Lippes y Wagh, 1989).

La liberacidn de los espermatozoides de su sitio de almacenamiento

probablemenie ocurre por una hiperactivacion del movimiento flagelar asociada a



la capacitacion espermatica, la cual seguin Parrish et al (1989), se ve favorecida
por un factor capacitante (sulfato de heparina) presente en el fluido oviductal. Esta
liberacién también se ve influenciada por el momento de la ovulacion, pero el
mecanismo para que esto suceda no esta completamente comprendido, aunque
se sugiere que tanto el liquido folicular como los fluidos oviductales que son
liberados junto con el ovocito al momento de ta ovulacién, causan un incremento
de la velocidad de movimiento de los espermatozoides, favoreciendo la
direccionalidad de los mismos hacia el sitio de fertilizacion (Lippes y Wagh, 1989;
Horne y Thibault, 1962; Harper, 1994). Aunado a esto, el inicio de la capacitacion
puede ser otro factor que provoque la separacion de los espermatozoides que se
encuentran ligados a las células del oviducto (Troedsson et al, 1998).

Cuando los espermatozoides reanudan su movimiento desde el istmo hasta
el ampula, los cilios de las células epiteliales incrementan y cambian la direccion
de sus movimientos de ser adovarianos a convertirse en abovarianos y junto con
el cambio en la direccion del flujo del fluido luminal, previenen que los gametos se
muevan a traves de la union ampular-istmica pero sin afectar el transporte de los
espermatozoides hacia el sitio de fertilizacion (Home y Thibauit, 1962, Harper,
1904).

Una vez superadas todas estas barreras, los gametos masculino y femenino
de los mamiferos, llegan al sitio de fertilizacion y se encuentran gracias a ciertos
mecanismos de atraccion que recuerdan a los existentes para otras especies tanto
vegetales como marinas, en las cuales se ha visto que el proceso de fertilizacion
es precedido por una sefial quimica del gameto femenino hacia los gametos
masculinos, fendmeno que parece asegurar gque un adecuado numero de estas
células alcance el sitio de fertilizacion. Este sistema de atraccién es de vital
importancia en las especies que tienen una fertilizacion extracorporea, dado que el
encuentfro de fos gametos es un factor determinante para su sobrevivencia
(Villanueva et al. 1990).



La filogenia de estos sistemas de aftraccion quimica entre las células
germinaies puede remontarse a las primeras etapas de la evolucién, ya que se ha
determinado que en las células que tienen la capacidad de desplazarse como es
el caso de las bacterias (Escherichia coli} y los leucocitos polimorfonucteares,
ciertas sustancias quimicas funcionan como sefiuelos y son captadas por ios sitios
receptores especificos localizados en la membrana celular. De esta forma, la
célula se desplaza en la direccion del quimioatrayente (Jawets et al. 1981; De
Robertis y De Robertis, 1981; Ganong, 1992).

En los mamiferos, al Hegar los gametos masculino y femenino al sitio de
fertilizacién, la posibilidad del encuentro entre ambos se facilita por un mecanismo
de atraccion quimica que aparentemente es producido por el ovocito o por las
estructuras que lo rodean y que esta presente en el liquido folicular de foliculos
maduros (Villanueva et al. 1990; Villanueva et al. 1992; Cohen-Dayag et al. 1994;
Rait et al, 1994).

Recientemente se han aislado ciertas sustancias del liquido folicular de
humano que han sido evaluadas en laboratorio, observandose que poseen
actividades leucotacticas, angiogénicas y mitogénicas; por lo que es muy probable
que lambién puedan estar involucradas en la quimioatraccion de las células
germinales masculinas (Bryant et al. 1988) como sefalan Villanueva et al. (1992),
quienes en estudios posteriores encontraron que la progesterona actuaba como
quimiotactico del liquido folicular sobre los espermatozoides en humanos
(Villanueva et al. 1995).

1.1. JUSTIFICACION

En los mamiferos domésticos, ain no se han evaluado lo suficiente los
componentes del liguido folicular en cuanto a su implicacién en estos sistemas de
quimioatraccion in vitro, por 1o que el presente trabajo pretende determinar si el
liquido folicular de yegua ejerce quimioatraccion sobre los espermatozoides de



caballo y en caso de que asi sea, determinar la naturaleza quimica de la o las
sustancias implicadas en ello. De esta forma seria factible incrementar en
sistemas in vitro la afinidad de los espermatozoides hacia los ovocitos, favorecer

su movilidad, su capacitacion y reaccidén acrosomal, y por ende la fertilizacién.

Este tipo de estudios podria a fuiuro darle una nueva utilidad al liquido
foitcular y a su(s) componente(s) quimiotactico(s), que como sucede en el caso de
ia induccidn y sincronizacion de estros, proporcione una herramienta mas en la
busqueda de la eficiencia en la reproduccion animal al incrementar los indices de
fertilidad, asi como al solucionar o evitar algunas de las causas de infertitidad.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Quimiotaxis en las especies inferiores.

La quimiotaxis puede definirse como la respuesta de una célula mévit ante un
gradiente quimico, lo que ocasiona una modificacion en la direccion en que viaja
para acercarse hacia el atrayente o alejarse de un repelentie. Por otfra parte, ia
quimiocinesis se conoce como el cambio en la velocidad con la que las células se
mueven a causa de un estimulo quimico (Ralt et al. 1994).

La quimiotaxis ha sido estudiada primordialmente en las bacterias y en los
mecanismos de defensa de los procesos inflamatorios v se ha mostrado por
ejemplo, que tos productos bacterianos actGan reciprocamenie con factores
plasmaticos y células det sistema inmune, para producir sustancias que atraen a
los neutrdfiios hacia el area infectada. Estas sustancias quimioatrayentes también
incluyen a fos componentes del sistema de complemento C3, C5 y al complejo
C5,6,7; los cuales se encargan de atraer a los leucocitos, a los leucotriengs, a los
polipéptidos de los linfocitos, a las células cebadas y a los basofilos (Ganong,
1992; Jawets et al. 1981).

A este respecto, Subandrio et al. (1997) evaluaron (3 migracion de neutréfilos
dentro del iumen uterino de bovinos, en presencia de dos quimioatrayentes

intrauterinos (un filtrado de bacterias Actinomyces pyogenes y una suspension de

glicogeno de ostras). Ademas frataron parenteralmente a las vacas con
progesterona (P4) o con E2 y encontraron que habia un mayor nimero de
neutrofilos migrados hacia ambos quimioatrayentes (principaimente hacia el
filtrado de bacterias), cuando se les habia administrado P4 que cuando se les
administrd E2. Concluyendo que la P4 exogena realza significativamente la
respuesta migratoria de los neutréfilos hacia los quimioatrayentes.



‘En estudios relacionados con los hongos, se ha visto un aspecto de la
comunicacion celular que tiene tugar durante la formacion de agregados
muiticelulares. Esto incluye a la quimiotaxis, que en el casoc del hongo

Dictyostetium discoideum es efectuada por el nucleétido 3°5°AMPg, el cual actia
como mensajero quimiotactico. Este AMPc se fija a los receptores de la superficie
celular, provocando un aumento transitorio en los niveles de caicio intracelular
{Darnell et al. 1988).

También en algunas plantas como los helechos, se ha descubierto que el
acido malico presente en la capa de liquido que cubre la superficie del protaio,
ejerce una funcidn quimiotactica sobre los gametos masculinos de este vegetal,
atrayéndolos hacia el gameto femenino. Ambas células estan presentes en el
protalo (Monroy, 1969). En las algas briofitas y las pteridofitas, los gametos
masculinos reaccionan a la presencia de un gradiente de agente quimico, aunque
no se ha determinado su naturaleza quimica (Austin, 1967).

Sin embargo, ain cuando la quimiotaxis ha sido evaluada de manera
exhaustiva en células de diferentes organismos vegetales, la atraccién guimica
entre gametos todavia se considera como un campo poco explorado (Ralt et al.
1994).

Algunos estudios llevados a cabo en el erizo de mar, sefialan la existencia de
un mecanismo gue asegura que los espermatozoides puedan quedar adheridos a
la superficie del ovocito, debido a que este ultimo produce una sustancia llamada
‘Fertilizina”, que reacciona con los espermatozoides y los aglutina
especificamente. En los mamiferos, todavia no se ha demostrado

inequivocamente un procesc similar (Monroy, 1969; McLaren, 1974).

Ofiras sustancias producidas por el ovocito estan relacionadas con la

atraccion quimica entre los gametos; tal es el caso de dos péptidos pequefios
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denominados “Speract” y "Resact’ también presentes en el erizo de mar, que
tienen como funcion ia sefializacion quimica, la activacion de la movilidad del
espermatozoide y €l aumenio de su metabolismo. La sintesis de estas molécuias
se lleva a cabo aparentemente en el ovocito, ya que se ha demostrado que en la
biblioteca genética de esta célula existen 8 secuencias que podrian dar lugar a la
formacion de estas moléculas (Garbers, 1989).

Otros péptidos pequefios han sido aislados en el pez estrelia, que estimulan
la respiracion, movilidad y metabolismo de los fosfolipidos en el espermatozoide,
favoreciendo la entrada de calcio a ia célula (Ward and Kopf, 1993).

En el cangrejo herradura, el espermatozoide liberado es inmovil hasta que
encuentra un factor iniciador de la movilidad (SMi), que se origina del ovocito y
que produce un incremento en ta movilidad en un 99%. Aigo similar ocurre en el
pez arenque, especie en la que el espermatozoide liberado es movil hasta que
queda en contacto con el area micropilosa de! corion del ovocito, con lo gue se
incrementa la movilidad en un 90% (Ward and Kopf, 1993).

2.2. Quimiotaxis en las especies superiores

En los mamiferos (humano, equino, bovino, ovino, porcino, leporido y
hamster), existen las evidencias de que la mayor parte de los espermatozoides
que entran en el oviducto, son aimacenados en el istmo caudal del oviducto, en un
estado de movilidad reducida, y que minutos después de ocurrida la ovulacion,
estos espermatozoides almacenados reanudan su movilidad alcanzando el
ampula, que es el sitio de fertilizacion (Ward and Kopf, 1993; Harper, 1994;
Troedsson et al. 1998).

En el caso de los equinos, los espermatozoides quedan atrapados en las

células epiieliales del oviducto en fa porcion mas baja del istmo, esta interaccion

es necesaria para que se forme un reservorio de espermatozoides en el oviducto,

1



y ademas permite que ocurran cambios funcionales asociados con la seleccion,
longevidad y capacitacion de {os espermatozoides. Este ultimo proceso es debido
a los cambios en las proteinas y glicoproteinas de fa membrana plasmatica del
espermatozoide (Osman et al. 1989, Thomas et al. 1995).

Harper (1982) mostrd que las células de! foliculo que rodean al ovocito de
rata, tienen una disposicion radial y que este arreglo de las células podria ser el
que orienta al espermatozoide hacia el ovocito, ademas sugirid que el ovocito
podria liberar mensajes quimicos para atraer al espermatozoide y asi favorecer la
fertilizacion.

Wassarman (1987) menciona que en los ratones existe un receptor
especifico de esta especie conocido como ZP3, que es una de tres glicoproteinas
que conforman fa zona pelicida del ovacito, con un peso molecular de 83,000 y
que esta ligada a ciertos oligosacaridos de peso molecular de 3,900 los cuales son
necesarios para la unién de los espermatozoides con el ovocito, para la induccion
de su reaccion acrosomal y por ende para favorecer la fertilizacion.

En hamsters, se conoce la existencia de algunas sustancias sensibies a las
proteasas que tienen pesos moleculares de 1000 a 5000 daltons; mismas que son
liberadas por el cumulus oophorus a diferentes tiempos durante la interaccion

inicial entre e! espermatozoide y la superficie de la zona pellcida antes de la
penefracion y que pueden estar ejerciendo una atraccion sobre fos
espermatozoides, {Ballesteros et al. 1988). Aungue estos autores no evaluaron la
manera como estas proteinas ejercen dicha quimioatraccion.

2.3. Modelos para la evaluacion de la quimiotaxis

La posibilidad de que en las especies superiores los espermatozoides
pudieran estar sujetos a los mecanismos de atraccion quimica, es sugerida por

algunas evidencias de fenbmenos de migracion espermatica transperitoneal, como
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fue observado por Brown et al (1987), quienes describieron el caso de una mujer
con una anomalia congénita, consistente en un utero unicorne que presentaba un
oviducto izquierdo heterotopico separado del Gtero, y uno derecho normal; y en
donde el oviducto izquierdo contenia una gestacion ectopica. Szlachter y Weiss
(1979), sealan el caso de otra mujer con Utero unicorne, en donde el aviducto
derecho era mas corio que el izquierdo y aparecia separado de sus porciones
proximal y distal por un espacio de 3 cm, mientras que el oviducto izquierdo
presentaba adherencias, y los ovarios parecian normales, observando una
gestacion ectopica en el oviducto derecho que sugeria que los espermatozoides
habian atravesado el oviducto izquierdo, cruzando la cavidad peritoneal y entrando
en el oviducto derecho a traves de su fimbria.

Otro caso es descrito por Suitan y Bedford (1996), quienes removieron uno
de los dos ovarios a un grupo de ratas, para después darles monta utilizando
machos fértiles, al momento del estro. Posterior a las 8 horas de la monta, las
ratas fueron sacrificadas para recuperar 10s oviductos y evaluar el contenido de la
region ampular (ovocitos y espermatozoides). Con este experimento, observaron
que siempre era mucho mayor el nimero de espermatozoides encontrados en el
ampula de! oviducto ipsilateral al ovario intacto, en comparacion con el oviducto
correspondiente al lado ovariectomizado, sugiriendo una migracion de los

espermatozoides hacia el lado en donde ocurre la ovutacion.

La aparente migracion de los espermatozoides, podria estar motivada por
una atraccion quimica, lo cual queda parcialmente demostrado en los trabajos de
Gnessi et al. (1986), quienes observaron que el péptido sintético N-formil-metionil-
leucil-fenilalanina (f-MLPh) tiene un efecto quimiotactico sobre el espermatozoide
humano. Este péptido se deriva de las bacterias y se conoce que atrae a los
neutréfilos al sitio de infeccion (Gnesst et al. 1986). Para evaluar la actividad
quimiotactica, los autores utilizaron un modelo de doble cAmara consistente en

una camara superior y otra inferior separadas entre si por una membrana o filtro
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de policarbonato con poros de 5.0um. Suspendieron una concentracion
espermatica de 1 x 10° espermatozoides/m! en un medic a base de PBS-BSA
(Phosphate buffer solution-bovine serum albumin) y colocaron 25 ul de esa
suspension en las celdas de la camara inferior. En la camara superior colocaron
40 pl del péptido sintético N-formil preparado en PBS. Cubrieron las camaras con
cubreobjetos y {as incubaron durante 30 minutos a temperatura ambientie para
después invertir las camaras y centrifugarlas a 300 rpm (revoluciones por minuto)
durante 20 minutos, en una centrifuga equipada con un rotor gque sedimenté a los
espermatozoides que habian migrado dentro de la camara superior y hacia el
cubreobjetos. Este se removid de la camara y se secO al aire para contar y
promediar las células migradas hacia el cubreobjetos ayudandose de un
microscopio.

Para demostrar la unidn del péptido N-formil a {a membrana de los
espermatozoides, los mismos autores incubaron 2 x 10° espermatozoides/ml con
el péptido marcado, durante 20 minutos en PBS, para después terminar la
incubacion adicionando un buffer y filtrando la mezcla en fibra de vidric. Lavaron
los filtros en un buffer y luego los suspendieron en una mezcla de filior para
escintilacién, midiendo la radioactividad en un espectromefro. Definieron la union
no especifica como la cantidad de péptido marcado unido a los espermatozoides,
en presencia del mismo péptido sin marcar, y la union especifica como la cantidad
total de peptidc marcado menos la unién no especifica. En este estudio
encontraron que existia unidn especifica del péptido sintético N-formil con ta
membrana de los espermatozoides de humano, y que ia habilidad de este péptido
para ejercer quimiotaxis sobre los espermatozoides era proporcional a su habitidad
para unirse a los sitios receptores especificos. Sefialan ademas, que los
receptores de membrana del espermatozoide para este peptido, son muy similares
a los receptores de membrana de l0s leucocitos polimorfonucleares para este
mismo péptido. Ellos explican que estos péptidos son potenciaimente producidos

en el aparato genital femenino cuando existe un dafio tisular o infeccion
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bacteriana, y que probablemente sirvan para apartar a los espermatozoides del
ovocito, evitando que lo fertilicen en condiciones desfavorables.

Mas tarde, Ballesteros et al. (1988) siguiendo una metodologia similar a fa
anterior, corroboraron que la membrana plasmatica de los espermatozoides de
humano poseia los sitios de union para este péptido sintético, aunque no
determinaron si dicho péptido ejercia quimioatraccion sobre elios. Los autores
mantuvieron espermatozoides intactos o cantidades equivalentes de
preparaciones de membranas plasmaticas en un buffer, para luego adicionarlos a
tubos que contenian al péptido sintético marcado, y en presencia o ausencia del
mismo péptido sin marcar. lncubaron ia mezcla 60 minutos, terminando la
incubacion mediante la adicion de un buffer, mezclandolo y centrifugandolo para
luego lavar et precipitado y resuspenderio en medio PBS. Estas preparaciones las
mezciaron despues para escintilacién, midiendo {a radioactividad en un contador.
La union no especifica y especifica fue determinada de igual forma que en el
experimento de Gnessi et al (1986). De este modo determinaron dos probables
funciones de estos sitios receptores, la unidn al peptido, y el transporte de éste al
interior det espermatozoide.

Por su parte, Villandeva et al. (1990} evaluaron la actividad quimiotactica del
liquido folicular sobre los espermatozoides en humanos, utilizando un modelo de
la leucotaxis modificado en agarosa, medioc HAM con HEPES y HSA (human seric
albumin), y un amortiguador Baker. Hicieron S celdas de 7 mm {(una central y una
en cada esquina a 25 mm de distancia entre eilas)}, en piatos de vidrio cubiertos
con agarosa 0.8% en amortiguador Baker. Lavaron 2 veces a los espermatozoides
en el medio HAM preparado hasta obtener una concentracion espermatica de 20 x
10° espermatozoides/ml. Quince microlitros de éste se colocaron en la celda
central a igual volumen que fos liquidos de su periferia: liquido folicular de foliculos
maduros o inmaduros, medio HAM, o agua deionizada como control. Los platos se

incubaron a 37°C por 6 horas en una camara humeda con atmosfera controlada,
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fijados con glutaraldehido y analizados al microscopio a un aumento de 400 X.
Encontraron que las celdas contro! contenian de 0 — 468 células, las celdas con
liquido folicular de foliculos maduros contenian de 27 — 1,088 células y las celdas
con medio HAM o con liguido folicular de foliculos inmaduros contenian simitar
numero de células (<- de 30), es decir que el Ifquido folicular de foliculos maduros

ejercia gquimioatraccion sobre los espermatozoides.

En un estudio posterior, Villanueva et al. (1992) utilizaron un modelo de dobie
camara, las cuales eran unidas por un capilar que contenia acido hiaturonico al
0.5% en medio HTF (human tubal fluid). Dejaron incubar el acido en los capilares
en una camara con atmoésfera controlada, durante 30 minutos para después
agregar al capilar 15 pl de espermatozoides lavados en HTF con una
concentracion espermatica de 50 x 10° células/mi. Posteriormente agregaron
simultaneamente los liquidos experimental (liquido folicular de foliculos maduros) y
controf (HTF) en cada camara y dejaron incubando a 37°C durante un tiempo que
vario de 10 a 120 minutos en atmdsfera controlada (5% CO., 95% aire). Después
detuvieron el experimento colocando dos clamps en fos capilares cercanos a las
camaras. Los liquidos recuperados se centrifugaron y las pastillas se

suspendieron en 1 ml de HTF contando 10 ul en et hemocitémetro.

Al liquido folicular también le determinaron su concentracion de proteina total
por el método Bradford vy sus niveles hormonales de progesterona (P4) y estradiol
(E2) por un método de radioinmunoanalisis (RIA) de doble anticuerpo utilizando un
kitt, y encontraron niveles hormonales de 232 ng/ml de E2, 10.2 yg/mi de P4, y

una concentracion de proteina total de 125.6 mg/mi.

Sobre la quimiotaxis, encontraron que la maxima migracion ocufrié en
aquellos experimentos que utilizaron acido hialurdnico al 0.5%, ya que cerca del
50-55% de tas células aplicadas alcanzaron la camara experimental, y que esta

migracion disminuia a medida que la concentracion del acido se acercaba al 1%;
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existiendo una relacion lineal entre el nimero de células aplicadas y la tasa de
migracion, y un plateau de 70% de migracion en el liquide folicular (450,000
celulas) a los 10 minutos de incubacién, mismo que se mantuve a medida que
pasaba mas tiempo de incubacion contra el medio control que fue de 0-100,000
células.

En 1994, Cohen-Dayag et al. utiizaron un modelo de doble camara
cansistente en dos camaras de 9.8 mm de diameiro selladas, y conectadas entre
si por un tubo de 33 mm longitud x 2.8 mm diametro. Trataron al liquido folicutar
para precipitacion de sus proteinas con acetona al 80% vy a la fraccidn resultante la
designaron como el quimioatrayente. Las camaras utilizadas fueron dos, a ia
primera le aplicaron 1 ml de espermatozoides suspendidos en medio BWW
{Biggers, Whitten and Whittingham) en unc de sus compartimentos y 1 ml del
medio control (BWW) en el otro compartimento, el tubo conector contenia BWW. A
la segunda camara la prepararon igual solo que en lugar de medio control, ei
segundo compartimento contenia al quimioatrayente. incubaron durante 60
minutos a 21-24°C y después colectaron y centrifugaron ias suspensiones de

ambas camaras, contando las células en el microscopio.

Observaron que mas espermatozoides se encontraban en el segundo
compartimento cuando contenia al quimioatrayente que cuando contenia al BWW,
y que el nimero de espermatozoides migrados era mayor a los 15 minutos de
incubacion que a los 60 minutos.

Por tltimo, en el mismo afio Ralt et al. utilizaron un modelo a base de celdas
de tefion y capilares de polietileno en un sistema multicapilar. Las celdas las
ilenaron con 100 pi de una concentracién espermatica de 20 x 10°
espermatozoides/mi en medioc BWW o en la solucién de prueba (liquido folicutar
tratado para precipitacion de proteinas con acetona al 90% y a diferentes
ditluciones). Los capilares los llenaron con BWW o con la solucion de prueba y ios
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cerraron por uno de sus lados con un clamp. El lado abierto del capilar lo
insertaron en cada celda y fodo el armado lo incubaron 30 minutos a 37°C en
camara con atmoésfera controlada. Después de [a incubacién vaciaron el contenido
de cada capilar en tubos que contenian 8% de glutaraldehido en agua y los
espermatozoides se contaron con el hemocitémetro. Para ellos, el hecho de que
se concentraran mas espermatozoides en el capilar cerca de su lado abierto (junto
a fas celdas con liquido folicular) que de su lado cerrado, significoé quimiotaxis,
guimiocinecis o atrapamiento; este Gitimo o entendieron como un efecto negativo
detl liquido folicular en la movilidad del espermatozoide, o como un cambio en el

comportamiento del nado en respuesta a un gradiente del quimico.

También observaron que cuando las celdas y los capilares contenian liquido
folicular, los espermatozoides en las celdas eran sensibles al gradiente
descendiente del liquido folicular conforme se movian dentro del capilar, de modo
gue se acumulaba un menor nomero de ellos en el capilar que tenia este gradiente
vs. el capilar que no contenia este gradiente de liquido folicular, y a esto le
Hamaron “quimiotaxis”. Cuando tanto la celda como el capilar contenian liquido
folicutar, habia mas espermatozoides que alcanzaban el capilar que cuando
ambos (celda y capilar) contenian BWW y a esto le lamaron “quimiocinesis”.Con
este modelo, determinaron que mas espermatozoides migraban dentro del capilar
gue contenia liquido folicular diluido 3000 veces en BWW que en el capilar que
contenia solo BWW y que la migracién era cada vez mayor en la medida en que
se incrementaba el tiempo de incubacion de 20-100 minutos (200,000-1,500,000
células respectivamente).

En otra serie de experimentos, Ralt et al (1994) utiizaron una camara sellada
con una profundidad de 10 um de modo que los espermatozoides pudieran nadar
solo en dos dimensiones deniro del plano focal de un microscopio durante el
tiempo de observacion. La camara contenia 4 celdas, a 2 de ellas opuestas entre

si las llenaron con espermatozoides lavados y a las otras 2 también opuestas

18



entre si las llenaron, una con BWW y la otra con la solucidon de prueba. E!
comportamiento de los espermatozoides en esta camara lo videograbaron dentro
del primer minuto de haberla sellado y durante los siguientes 15 minutos,
observando que habia 2 veces mas espermatozoides en la celda gue contenia
liquido folicular que en la que contenia BWW y que todos los espermatozoides en
la camara eran moviles.

Mas adelante determinaron que al menos uno de los componentes
quimiotacticos del liquido folicular era de un peso menor a los 10 kilodaltons.
Luego, precipitando el liquido folicular con acetona examinaron la actividad
quimiotactica de la pastilla y del sobrenadante fras la evaporacion de la acetona y
vieron que solo el sobrenadante tenia esta actividad.

2.4, Origen, composicion y funciones del liquido folicular

El liquido folicular se origina a partir de la sangre que circula por los vasos
que rodean al foliculo en desarrollo, extravasandose hasta formar y llenar el antro
folicular. Entre este liquido y la vasculatura que rodea al foliculo no existe
contacto, ya gue 10s vasos sanguineos no penetran la teca interna del foliculo,
pero la permeabilidad de la barrera que separa el plasma sanguinec del liquido
folicular responde a estimulos gonadotropicos (Shalgi et al. 1972b).

Sin embargo el liquido folicular no solamente es un trasudado de sangre,
sino un complejo de componentes provenientes del suero y de secreciones
sintetizadas por el foliculo. La fisiologia del ovario estd controlada por muchos
factores exdgenos y enddgenos, incluyendo los cambios hormonales que ocurren
en &l liquido folicular a lo largo del ciclo estral. Estos cambios en el liquido folicular
influyen en la esteroidogénesis, la maduraciéon del ovocito, la ovulacion y el
transporte del ovocito por el oviducto, asi como en la preparacién del foliculo para
la formacion del cuerpo luteo y su funcionalidad (Eissa, 1996). En equinos, se ha

visto que el liquido folicular actiia suprimiendo transitoriamente la maduracion del
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ovocito (Hinrichs et al. 1995), mientras que en bovinos favorece la maduracion de
los ovocitos fertilizados in vitro cuando al medio que los mantiene se les agrega de
10 a 30% de liquido folicular (Kim et al. 1998).

Con respecto a sus componentes proteicos, se sabe que existe similitud
entre las proteinas del plasma y las de! liquido folicular (Shalgi et al. 1972; De
Jong and Sharpe, 1976), y se ha visto que tienen influencia sobre los
espermatozoides de animales domésticos; tal es el caso de ta albumina, la cual
incrementa la movilidad de los espermatozoides en estudios in vitro. Estfa
albimina puede obtenerse sintéticamente como es el caso de ta albimina sérica
bovina (BSA) que se utiliza como un medio en el cual se mantiene a los
espermatozoides en condiciones de laboratorio, y que se ha observado que
funciona como un protecior de la membrana acrosomal, incrementando la
longevidad de los espermatozoides cuando es adicionada al semen de cerdo, toro,
conejo, carnero y caballo (Harrison et al. 1978). En espermatozoides de pavo
incrementa significativamente su movilidad (Bakst and Cecil, 1982). Al incluirla en
tas técnicas de laboratorio para la separacion de espermatozoides moviles de
bovino, la BSA (cuando esta libre de acidos grasos) sirve como seleccionador de
los mejores espermatozoides, puesto que solo aquellos espermatozoides que
poseen el precursor del colesterol “sulfato de colestril” (principal componente de la
membrana plasmatica que cubre at acrosoma) y que son morfolégicamente
normales, se unen a la BSA. Este sulfaio de colestril es entonces un precursor dei
colesteral, que en presencia de albumina, se une a ella durante la capacitacion
espermatica, regulando la salida de colesterol de la membrana de los
espermmatozoides y favoreciendo el influjo de calcio. Ademas de que al permitir
este cambio lipidico, estabiliza ta membrana y reduce {a fragilidad osmética de los
espermatozoides (Parent et al. 1997).

Otras sustancias presentes en el liquido folicular diferentes a la alblimina,

pueden encontrarse. relacionadas con este efecto de movilidad espermatica, dado
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gue en este fluido se han encontrado concentraciones elevadas de sustancias que
tienen funciones leucotacticas, angiogénicas y mitogénicas, que favorecen el
aumento del nimero de células involucradas en la respuesta inmune, asi como el
incremento de su movilidad hacia el sitio de infeccién (Bryant et al. 1988).

Pero también en el liquido folicular pueden encontrarse sustancias que al ser
aplicadas parenteralmente, acttian sobre el estimulo o la inhibicion de la liberacion
de hormonas hipofisiarias; tal es el caso de la inhibina, que en cerdas esta
presenie a concentraciones de 65 a 70 ng/mt en el liquido folicular (Biggs et al.
19093). Esta es una hormona glicoproteica producida por las células de la
granulosa en el foliculo y se encarga de suprimir la produccidn de {a hormona
foliculo estimulante (FSH) por la hipdfisis anterior. Esto permite seleccionar al
folicuto preovulatorio dominante; a medida que se elevan los niveles de inhibina y
estradiol y disminuyen las concentraciones de FSH. De este modo ia inhibina
limita el desarrollo continuo de los foliculos mas pequedos, los cuales se vuelven
atrésicos (Badinga et al. 1992; Roser et al. 1994). De ahi que el liquido folicular
sea utilizado en tratamientos que llevan la finalidad de suprimir a la FSH en
bovinos (Ireland et al. 1983; Badinga et al. 1992) y en ratas (De Jong and Sharpe,
1976).

En ovinos, la aplicacion intramuscular de liquido folicular equino (Zarate et al.
1996, Hernandez et al. 1997) u ovino tratado para eliminar sus elementos
esteroides, provoca una caida abrupta de los niveles de FSH séricos, que después
de 60 horas se elevan por rebote junto con la hormona iuteinizante (LH), esto es
debido a que este liquido folicular contiene altas concentraciones de inhibina por lo
que también disminuyen los niveles de ésta en suero, asi como las
concentraciones de testosterona, androstenediona y estradiol. Los niveles de
estas tres Gltimas hormonas disminuyen a consecuencia de que la FSH esta en
concentraciones insuficientes para mantener la actividad de aromatizacién de los
andrégenos efectuada por las células de {a granulosa. Esto permite un retraso en

21



el inicio del estro (Baird et al. 1990; Henderson et al. 1986). Asi, el liquido folicular
equino evita la regresion prematura del cuerpo liteo y retrasa la presentacion del
estro inducido con prostaglandina F2a en ovejas (Zarate, 1996; Hemandez et al.
1997).

Sin embargo, la inhibina del liquido folicular nc se ha evaluado en cuanto a
su actividad sobre la movilidad de los espermatozoides.

Existen ademas otras proteinas en el tiquido folicular como el péptido
ftamado IGF-I (insulin-like growth factor), que modula el crecimiento y funcién de
las células de la granulosa y que esta involucrado en el desarrolio de los foliculos
dominantes (Badinga et al. 1992); la proteina reguladora del folicuio (FRP), que
funciona como inhibidora de su crecimiento en ratas y monos; y ei factor epidermal
de crecimiento, que inhibe la accidén de la FSH y la LH en las células del ovario,
con lo cuat se impide la secrecion hormonal y el crecimiento del foliculo (Baird et
al. 1990).

Otros compuestos no esteroideos presentes en este liquido son factores
inhibidores, como la folistatina inhibidora del desarrolio folicular, e! inhibidor de ia
maduracion del ovocito, los inhibidores de la luteinizacion, y el inhibidor del
receptor de unién de la FSH; todos eflos imporiantes en la regulacién de la funcion
reproductiva (Henderson et al. 1986; Zarate, 1996). También existen factores
activadores como la activina (Zarate, 1896), y otros compuestos no proteicos
como los electrolitos (sodio, potasio y cloro), los cuales se encuentran en
concentraciones similares a las de las soluciones salinas fisiologicas (Shalgi et al.
1972a).

Con respecto a la actividad que el liquido folicular ejerce sobre los

espermatozoides, en porcinos se ha observado que éste sirve como un medio del

cual dependen la tasa de penetracion espermatica y el numero de
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espermatozoides presentes en los ovocitos penetrados (Funahashi and Day,
1993). Estos autores encontraron que al agregar tiquido folicular a un medio de
incubacion de gametos para fertilizacion in vitro, el nimero de espermatozoides
que se unia a la zona pelucida del ovocito de cerda, disminuia. Es decir que el
liquido folicular reducia la incidencia de polispermia al adicionar de 0.1 a 1% de
este liquido a un medio para fertilizacion in vitro; aunque no sefialan la razén por ia

cual ocurre esto.

Siegel y Graczykowski (1991), encontraron que et liquido folicular de foliculos
preovulatorios de cerda, incrementaba la tasa de penetracion de espermatozoides
humanos en el ovocito de hamster,

Otras funciones del liquido folicutar sobre los espermatozoides incluyen el
aumento de su movilidad (Lee et al. 1992) y de su consumo de oxigeno (Beck et
al. 1976), ta quimiotaxis (Villanueva el al. 1990; Villanueva et al. 1992; Cohen-
Dayag et al. 1994; Ralt et al. 1994, Lee et al. 1994) y la quimiocinesis {Rait et al.
1994). :

2.5. Hormonas del liquido folicular

Estudios efectuados en bovinos demuestran que las conceniraciones
relativas de esteroides y gonadotropinas de! liquido folicular varian ampliamente
entre foliculos, y que el medio ambiente intrafolicular de esteroides y
gonadotropinas puede ser un importante regulador del desarrolio folicular
(Henderson et al. 1982).

Conforme el tamafio del foliculo se incrementa, el medio ambiente de! liquido
folicular cambia de ser predominantemente androgénico a ser predominantemente
estrogénico, siendo la principal hormona presente el 173 - estradiol formado a
partir de la aromatizacién de androgenos, funcion que es llevada a cabo por las

células de la granulosa tras un estimuio de la hormona foliculo estimulante (FSH)
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(Henderson et al. 1982). Esta hormona se encuentra a concentraciones de 0.39
ug/ml en foliculos preovulatorios de humano (Lobo et al. 1985), a conceniraciones
de 25 a 32 ng/ml en et liquido folicular de foliculos preovulatorios de cerda (Biggs
et al. 1993), y a concentraciones de 242.6 ng/ml en el liquido folicular de foliculas
preovulatorios de yegua (Bergfelt and Ginther, 1986).

Otra hormona importante presente en el liquido folicular es la progesterona
(P4) (Henderson et al. 1982), que en humanos se encuentra a concentraciones de
12.8 ug/m! en el liquido de foliculos preovulatorios (Lobo et al. 1985), en vacas a
concentraciones de 86.7 ng/ml también en el liquido de foliculos preovulatorios
(Silvan et al. 1993), y en yeguas de raza Pony a concentraciones de 86.1 ng/mi en
el liquido de foliculos de diferente tamaiio (Bergfeit and Ginther, 1986).

Sin embargo, otros autores han encontrado concentraciones de estas
hormonas esteroides diferentes a las anteriormente descritas; por ejiemplo Gentry
et al. (1996) encontraron en equinos una hormona de naturaleza proteica presente
en el liquido folicular de foliculos preovulatorios (entre 3 y 6 cm de diametro)
llamada fibronectina, la cual era sintetizada por las células de la granulosa de
estos foliculos, y cuyas concentraciones se correlacionaban con el tamafo de los
foliculos y con los niveles de estradiol de los mismos. Esto es que a medida que
se elevan las concentraciones de fibronectina, se promueve el crecimiento y
diferenciacion de las células de la granulosa. Por consiguiente, al aumentar el
numero de estas células y desarrollarse el foliculo, también ocurre un incremento
en los niveles de E2 que va de los 180 ng/mi (foliculos de 3 a 3.9 cm de diametro)
a los 330 ng/mi {foliculos de 4 a 6 cm de diametro). En cambio, los niveles de P4
del liquido folicular permanecen intactos (40 a 70 ng/mi), ya que no existe una
correlacion de esta proteina con la P4; lo cual confirma que el estradiol es la

hormona predominante en el liquido folicular de los foliculos preovulatorios.
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Por su parte, Schmid et al. (1998) encontraron concentraciones de P4 de 250
a 1200 ng/mt en el liquido folicular de foliculos preovulatorios de yegua mayores a
35 mm de diametro, que contribuian a la maduracion del ovocito.

Una hormona mas del liquido folicular es la testosterona, que se encuentra a
concentraciones de 4.7 ng/mi en el liquido folicular de folicuibs preovulatorios en
humano {(Lobo et al. 1985), y a concentraciones de 32 a 61 ng/ml en él liquido de
foliculos preovulatorios de cerda (Biggs et al. 1993).

Con respecto a la actividad del estradiol y la progesterona sobre los
espermatozoides, se ha visto que el E2 se relaciona con el consumo de oxigeno y
la produccion de lactato del espermatozoide humano ( Beck et al. 1976), y con el
incremento de la penetracion espermatica en la prueba de ovocito de hamster
(Chan et al. 1983); mientras que la P4 tiene una funcién primordial sobre la
capacitacion de los espermatozoides del ser humano. Esta accion esta dada por
su capacidad para inducir la reaccion acrosomail al favorecer una rapida entrada
de calcio en el espermatozoide, y por consiguiente un incremento de calcio
intracelular (Osman et al. 1989, Blackmore and Lattanzio, 1991). En ratones se ha
observado que el calcio provoca la capacitacion in vitro del espermatozoide y que
el consumo de éste ocurre en la cabeza del mismo. Sus funciones son:
incrementar ta movilidad del espermatozoide, dar lugar a la exocitosis de!
acrosoma, estimular la actividad de la acrosina durante la reaccion acrosomai, y
favorecer la fertilizacion {Osman et al. 1989, Adeoya-Osiguwa and Fraser, 1993;
Moos et al. 1993).

Sin embargo, Castaiieda et al. {1996) evaluaron el efecto de la adicion de
5mg de P4 al semen de cerdo antes de congelarlo 0 después de descongelarlo
sobre la morfologia acrosomal, la movitidad de los espermatozoides, y la fertilidad
posterior a la inseminacion artificial;, encontrando que esta hormona no afectaba
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los valores de tales caracteristicas ni al ser adicionhada al semen antes de

congelarlo, ni al adicionarla después de descongelarlo.

Aun asi, otros autores han encontrado que la progesterona tiene sus sitios de
unién en la superficie del espermatozoide, que regulan la entrada de calcio al
interior del mismo, lo cual influye en la reaccidn acrosomal. Esto sugiere la
ocurrencia de cambios en la membrana del espermatozoide gque intervienen en la
fertilizacion (Osman et al. 1989; Blackmore et al. 1990).

Blackmore y Lattanzio (1991) demostraron que estos recepiores de superficie
unicos para ta P4, exhiben una especificidad esteroidea poco usual, ya que al
utilizar potentes antiprogestagenos (RU38486 y ZK98.299) resultd inefectiva la
inhibicion de los efectos de la progesterona y que los progestagenos sintéticos
como el megestrol, acetato de medroxiprogesterona, norgestrol, noretinodrot,
noretindrona, R5020 y el acetato de ciproterona, fueron débiles estimuladores del

incremento de las concentraciones de caicio.

Ademas de su funcién sobre la capacitacion y la reacciéon acrosomal de los
espermatozoides in vitro a concentraciones de 10 pg/ml (Morales et al. 1992), ta
P4 también estimula ia hiperactivacion de ta movilidad de los espermatozoides a
concentraciones de 3.1 ng/ml (Uhler et al. 1992), vy estimula la quimiotaxis a

concentraciones de 10 pg/ml (Villanueva et al. 1995).

Esta hiperactivacion de {a movilidad espermatica se manifiesta como la
pérdida de la linearidad en el desplazamiento de los espermatozoides y se asocia
con cambios especificos como son el incremento en la velocidad curvilinea (VCL),
la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y la amplitud de la
frecuencia de batido del flageto (BCF), mismos que pueden ser medidos con ia
ayuda de analizadores seminales como el Hamilton-Thom (Zhu et al. 1994). La

quimiotaxis se manifiesta como el cambio en la direccién en la que se mueven los
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espermatozoides y que los acerca a un gradiente del atrayente o los aleja de un
repelente (Ralt et al. 1994)

A diferencia de la P4, el estradiol, a concentraciones de 1.156 pg/m! actia
como quimiocinético sobre los espermatozoides (Villanueva et al. 1995), es decir
que solo modifica la velocidad a la que se mueven los espermatozoides (Ralt et al.
1994), pero sin atraerlos hacia dicha hormona. La testosterona, otra hormona
presente en el liquido folicular, parece tener una actividad de inhibicién de la
migracion espermatica a concentraciones de 900 pg/mi en estudios in vitro
(Villanueva et al. 1995).

2.6. Actividad quimiotactica del liquido folicular

En estudios efectuados en humanos, recientemente se ha encontrado que el
liquido folicular de ovocitos maduros posee actividad quimiotactica (Villanueva et
al. 1990). De hecho esta parece ser la primer evidencia de la existencia de
sefiales de quimioatraccion en e! liquido folicular de mamiferos superiores. Los
mismos autores mencionan gue ciertas sustancias aisladas de! liquido folicular de
humano pueden tener una funcion de quimioatraccion hacia las células germinales
masculinas, y que la variabilidad en la respuesta de estas células a los
guimioatrayentes puede deberse a diferencias en la concentracion de las
sustancias quimiotacticas en el liquido folicular. También sefialan que es probable
que ciertos pasos en la capacitacidon del espermatozoide, que normalmente
ocurren en el aparato genital femenino, sean necesarios para que el
espermatozoide logre expresar su capacidad de respuesta hacia un

quimioatrayente.

En dicho estudio, Villanueva et al. (1990) utilizaron un modeio de la
leucotaxis modificado mediante un método que utiliza agarosa, en donde
mostraron que existia una gran variabilidad en la tasa de migracion de los

espermatozoides hacia el liquido folicular. En un segundo estudio, Villanueva et al.

27



(1992) itevaron a cabo una variacion del modelo utilizado anteriormente,
desarrollando un modelo de doble camara que utilizaba acido hialurénico y liquido
folicular para estudiar la migracion del espermatozoide. Encontraron una relacion
lineal entre el nimero de células incorporadas en el ensayo y la tasa de migracion,
sugiriendo que la habilidad a la respuesta de una sefial quimica no se limitaba a
un cierto numero de células, sino que era una caracteristica coman a la mayoria
de los espermatozoides presentes en el semen. También fue evidente que el
tiempo de respuesta a los efectos del liquido folicular era corto, lo que podia
indicar fa existencia de mecanismos de transduccion de la sefial similares a los de

otros quimioatrayentes.

Ademas mencionan que existe la posibilidad de que la capacitacion de los
espermatozoides ocurra durante la migracién en el acido hialurénico, y ponen a
consideracion el modelo utitizado, no solo para el estudio de la guimiotaxis en
gametos humanos, sino también en otras especies en las cuales este fenomeno

no ha sido suficientemente evaluado.

Cohen-Dayag et al. (1994) también han corroborado que el espermatozoide
tiene atraccion por el liquido folicular, pero que solo una pequefia fraccion de la
poblacion espermatica responde a dicha atraccion, y que la respuesta cambia con
et tiempo, de tal manera que unos espermatozoides pierden su respuesta mientras
que otros a van adquiriendo. Aunque desconocen el significado fisiologico de esta
respuesta, suponen que el papel de la atraccion es el de seleccionar al
espermatozoide que sea capaz de fertilizar al ovocito; asi, solo e! espermatozoide
capacitado tendra la habilidad de ser atraido por sustancias secretadas por el
ovocito ¢ las células que lo rodean.

Ralt et al. (1994) por su parte, mostraron que e! liguido folicutar estimulaba

las actividades quimiotacticas y guimiocinéticas de los espermatozoides de
humano y la hiperactivacion de su movilidad. Sefialan que tales actividades se
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debian a la presencia en este liquido de péptidos menores de 10 kilodaltons, pero
que hubo una serie de factores que no les permitieron determinar de manera
espacifica los fenomenos de quimiotaxis y quimiocinesis, siendo la principal
dificultad que solo una pequefia fraccion de la poblacion espermatica respondia en
estos experimentos.

Lee et al (1992) evaluaron liquido folicular porcino y purificaron un
estimulador de la movilidad espermatica que cosrespondia a una glicoproteina de
peso molecular de 52,000 cuya secuencia aminodcido N-terminal era similar a la

de la Antitrombina ill del humano, equino y bovino.

Dos afios mas tarde los mismos autores encontraron que tanto el liquido
folicilar como el plasma sanguineo del porcino exhibian un efecto quimiotactico
sobre los espermatozoides. En un modelo consistente en la utilizacion de camaras
de quimiotaxis que tenian una camara superior y otra inferior separadas por una
membrana o filtro de policarbonato, aplicaron la proteina en medic PBS
(Phosphate Buffer Saline) en la camara inferior y una suspension de 3 millones de
espermatozoides en la camara superior. Los espermatozoides migraron hacia fa
proteina al incubar las camaras durante 15 minutos a temperatura ambiente (Lee
et al. 1994).

En conclusién, la quimiotaxis es un fendmeno que parece garantizar {a
llegada de un numero adecuado de espermatozoides al sitio de la fertilizacion y
asegurar ta posibilidad de contacto entre los gametos. En las especies inferiores la
quimiotaxis entre los gametos es mediada por sustancias de naturaleza peptidica,
pero aun cuando en algunas especies superiores se han detectado proteinas con
una actividad similar; las evidencias que se han presentado en el modelo de la
fertilizacién humana apuntan hacia los esteroides presentes en el liquido folicular,
como los moduladores de esta respuesta, y de hecho parece ser que la P4 no

solamente se encuentra actuando como efector de la reaccion acrosomal, sing
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que también podria intervenir en el fendmeno de la atraccién quimica. Esto
plantea la posibilidad de que en otras especies en la escala evolutiva se expresen
los mismos mecanismos de atraccion quimica entre los gametos, lo cual hasta el
momento no ha sido completamente demostrado. Entre los equinodermos y los
mamiferos pudiera haber existido algun cambio en la forma de sefalizacion que
trajera a los esteroides sexuales al terreno de la quimioatraccion y de ser cierto
esto entonces seria factible demostrar que en otras especies de mamiferos et
encuentro de los gametos se favorece por la accion de los esteroides del liquido

folicular.
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3. MATERIALES Y METODOS.
3.1. Obtencion del Liquido Folicular.

La obtencion del liquido folicular se realizd colectando ovarios de yeguas
sacrificadas en el rastro “5 de Junio” ubicado en San Vicente Chicoloapan en el
km. 29 de ia carretera México — Texcoco. No se tomaron en cuenta ni fa raza nila
edad de las yeguas sacrificadas, siendo el tnico criterio de seleccion, la presencia
de foliculos mayores a 35 mm de diametro, que se sabe corresponden ai tamarfio

de los foliculos preovulatorios (Ginther and Bergfelt, 1993).

De a cuerdo con lo anterior, se midio el tamaiio de los foliculos de cada
ovario, colectando el liquido de aquellos foliculos mayores a 35 mm de didmetro,
ya que segun sefialan Ginther y Bergieit (1993) este tamafio corresponde al de {os
foliculos preovulatorios. La obtencion del liguido se realizd utilizando jeringas de
20 ml con aguja. Los liquidos de cada foliculo fueron colectados en un frasco de
plastico estéril. Estos liquidos se dejaron sedimentar después de su obtencion, y el
sobrenadante se aspiré con jeringas sin aguja descartando la porcion
sedimentada. Para su transporte al laboratorio, los liquidos foliculares se

mantuvieron a 4°C.

Una vez en el laboratorio se procedid a centrifugar los liquidos a 1500 x g
durante 20 minutos, recuperando e! sobrenadante y descartando el sedimento.

Posteriormente se agregaron 100 Ul/ml de penicilina G y 50 Ul/ml de sulfato
de estreptomicina a los liquidos y después se separaron en alicuotas de 5 a 8 mi
en tubos de coleccidn que se mantuvieron en congelacion a -20°C hasta su uso

posterior.
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Los tratamientos efectuados a este liquido folicular, fueron diferentes para
cada experimento, por lo que se especifican en la seccion 4 de esia tesis
correspondiente a l0s trabajos experimentales.

3.2. Obtencion de Eyaculados.

Se utilizaron cualro sementales, uno cruza de Cuarto de Milla con Espariol y
los otros raza Cuarto de Milia, pertenecientes al Agrupamiento a Caballo de la
Secretaria de Seguridad Publica del Distrito Federal, ubicado en la Delegacion
lztapalapa.

Para el primer experimento se obtuvieron 8 eyaculados, para el segundo
experimento 4, y para el tercer experimento solamente se obtuvo un eyaculado, es
‘decir que en total se utilizaron 13 eyaculados de los diferentes caballos en los
ensayos de quimiotaxis.

La obtencidon de tas muestras de semen se efectué durante ios meses de
marzo a julio para el primer y segundo experimento, y en noviembre para el tercer
experimento. Esta recoleccion se efectué por las mafanas, siguiendo las
recomendaciones de Blanchard y Vamer (1996a, 1996b), ufilizando una vagina
artificial tipo Hanover, con una temperatura interior de 42°C al momento de la
obtencion de los eyaculados. Se utilizd un filtro en el frasco colector, para separar
y descartar la porcién gelatinosa. La jubricacion del interior de [a vagina artificial se
efectud con carboximetil ceiulosa.

Para las montas se utilizaron hembras en estro las cuales eran receladas por
los mismos sementales que se muestrearon.

Posterior a la toma de las muestras, se determinaron las caracteristicas

macroscopicas del semen libre de gel, tales como volumen y color. Acto seguido
se tomaron 5 ml de eyaculado que se diluyeron 1:1 (viv) en otros 5 ml de medio
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HTF (Human Tubal Fluid) sin albumina y se transportaron en bafio Maria al
laboratoric manteniendo su temperatura a 37°C. El resto del eyaculado se
desecho.

3.3. Evaluacion del Semen.

En el laboratorio se tomd una alicuota de 13.5 ul de semen diluido en HTF
gue se evalud en un analizador seminal Hamilton-Thom IVOS 2000 (Burns and
Reasner, 1995), para determinar algunas caracteristicas microscopicas tales como
concentracion espermatica, movilidad y movilidad progresiva (Jasko et al. 1991).

Después se tomd 1 ml de semen diluido y se suspendiéo en 1 m! de medio
HTF-HSA (Human Serum Albumin) al 7.5% (1:1/v:v) para un primer lavado. Se
centrifugd a 400 x g durante 5 minutos descartando el sobrenadante para
resuspender la pastilla en 1 ml del mismo medio para un segundo lavado; después
se volvib a centrifugar a la misma velocidad y tiempo descartandose el
sobrenadahte.

Estas muestras de semen equino no fueron sometidas a técnicas para la
seleccion de espermatozoides moviles o capacitados, como son la técnica del
Swim up (Berger et al. 1985), o las técnicas de columnas de fibra de vidrio o
Sephadex (Casey et al. 1991), sino que solo fueron sometidas a dos lavados en
medio HTF-HSA al 7.5%.

De este modo solamente se considerd la concentracion espermatica inicial
determinada por el analizador seminal, y con base en ella se agregd el medio a la

pastilla de espermatozoides de acuerdo a la siguiente formula despejada:

V2 = C1V1/C2
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Donde:

V2 = volumen requerido

C1 = concentracion espermatica original
V1 = volumen original

C2 = concentracion espermatica requerida (50 x 10° espermatozoides/mi)

Por lo cual se resuspendio la pastilla en tanto medic HTF-HSA como fuera
necesario para aproximar la concentracién espermatica a 50 x 10°
espermatozoides/ml. Después se tomaron 13.5 yl de la muestra para reevaluar la
concentracion; si se acercaba a 50 x 10° espermatozoides/ml se continuaba el
ensayo, si era mucho mayor a ésta se agregaba mas medio a ia pastilla segtn la

férmula anterior, y si era menor se recentrifugaba a 400 x g durante 5 minutos.

3.4. Preparacion de las Camaras de Quimiotaxis.

La quimiotaxis de los espermatozoides se evalud con base en la metodologia
descrita por Villanueva et al. (1992). El modelo de doble camara se disefio
utiizando dos tubos de fondo redondeado de plastico policarbonato, cuyas
dimensiones eran 12 x 25 mm conectados mediante un capilar no tbxico. Al
capilar se le hizo un agujero de 0.2 mm a igual distancia de las camaras (Esquema
1). Las camaras y los capilares se designaron con las letras A, B y C
respectivamente, de tai forma que en las camaras A se colocaran los liquidos
experimentales y en ias B los medios control negativo, mientras gue en los
capilares se colocaron los espermatozoides. Cabe sefialar que la seleccion de las
que serian camaras A fue variable, es decir que una camara A podria ser después
una camara B, ya que estas camaras no se marcaron de ninguna manera, solo se

marcaron las gradillas en que se colocaron.
Las camaras de quimiotaxis fueron lavadas exhaustivamente con agua

deionizada antes de ser utilizadas. Posteriormente se dejaron secar a temperatura

ambienie y luego se colocaron en sus gradillas correspondientes.
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Esquema 1. Modelo de doble camara para el estudio de la quimiotaxis de {os
espermatozoides. Camara A = liquidos experimentales, Camara B = medio contro!
negativo (Villanueva et ai. 1992)
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4. TRABAJOS EXPERIMENTALES

Esta tesis consta de tres experimentos de quimiotaxis. El primer experimento
sirvio para determinar la actividad quimiotactica del liquido folicular de yegua y tos
experimentos 2 y 3 trataron de determinar algunas propiedades fisico-quimicas del
agente quimioatrayente del liquido folicular de yegua. Se especifican los objetivos,
hipotesis, y los diferentes tratamientos efectuados a los liquidos foliculares para
cada experimento, asi como la metodologia especifica seguida para los ensayos
de quimiotaxis de ¢ada experimento, sus resultados y discusion.

4.1. EXPERIMENTO 1.

Evaluacién de la respuesta quimiotactica de los espermatozoides de
caballo hacia el liquido folicular crudo de yegua
4.1.1. OBJETIVO GENERAL.

Determinar si el liquido folicular ejerce una actividad quimiotactica sobre los
espermatozoides en la especie equina.
4.1.1.1. OBJETIVOS PARTICULARES.

Evatuar el porcentaje de espermatozoides que migra hacia el liguido folicular,
y hacia el medio control negativo (HTF-HSA 7.5%).
4.1.2. HIPOTESIS.

El numero (%) de espermatozoides que migran hacia las camaras con liquido
folicular, excede al nimero (%) de espermatozoides que migran hacia las camaras
con liquido control, después de incubarios por X tiempo a temperatura ambiente.

4.1.2 1. Tratamientos de {os liquidos foliculares.

Considerando que en este experimenio solo se pretendia evaluar la
presencia 0 ausencia de actividad quimiotactica del liquido folicular sobre los
espermatozoides, no se le dio mayor tratamiento a este liquido que el ya

mencionado en la seccion 3.1 de esta tesis.
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4.1.2.2. Ensayos de Quimiotaxis.

En este experimento se utilizaron 8 eyaculados de dos diferentes caballos.
Para el primer eyaculado obtenido, se efectuaron 5 repeticiones, mientras que en
el segundo, tercer y cuario eyaculados obtenidos para este experimento, se
efectuaron 7 repeticiones haciendo un total de 26 ensayos. Para el quinto
eyaculado se efectuaron 8 repeticiones, mientras que en el sexto, séptimo y
octavo eyaculados se efectuaron 7 repeticiones haciendo un total de 29 ensayos,
(26 + 29 = 55 ensayos).

Las camaras se prepararon siguiendo la metodologia descrita por Villanueva
et al. (1992) saturando los capilares con 130 ul de acido hialuronico al 0.05% en
medio HTF, mismos que se designaron con la letra C. Posteriormente se Henaron
simuitaneamente fas camaras experimental y control negativo (A y 8) con 1 mi de
liquido foficutar crudo de yegua y 1 ml de HTF-HSA al 7.5% respectivamente,
dejandolas 10 minutos en reposo a temperatura ambiente para que se formara un
gradiente de los liquidos. Después de este tiempo se retiraron 10 pl de cada
capilar sustituyéndoios con otros 10 wl de la muestra de semen lavado de caballo,
cuya concentracion espermatica era de aproximadamente 500,000 células. Las

camaras se dejaron incubando a 37°C.

Debido a que en este experimento no se controld el tiempo de incubacién
que se dejd a cada camara de quimiotaxis para que ocurriera la migracién de los
espermatozoides, hubo una variacion en cuanto a este factor que sin embargo fue
evaluada dentro de los resultados de quimiotaxis; incluyéndose para determinar si
existia algin efecto del tiempo de incubacion de las camaras de quimiotaxis, sobre
la respuesta quimiotactica, agrupandose como se sefiala a continuacion:
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T1 = 21 camaras incubadas 15 minutos
T2 = 22 camaras incubadas 20 minutos
T3 = 7 camaras incubadas 25 minutos

T4 = § camaras incubadas 30 minutos
De este modo, se evaluaron en total 55 ensayos de quimiotaxis.

Después del periodo de incubacion, los liquidos de las camaras y de los
capitares fueron aspirados y transferidos a tubos de 12 x 75 mm, para
centrifugarlos a 1500 x g durante 8 minutos. Los pellets de espermatozoides se
resuspendieron en 0.3 ml de HTF-HSA vy las cuentas de espermatozoides se

efectuaron en alicuotas de 10 ul en un hemocitémetro.

FPara obtener los porcentajes de migracion y no migracion, se sumé el
numero de espermatozoides contados en las camaras A y B, y en los capilares C
(A+B+C)

Después, el numero de espermatozoides encontrados en A se multiplicd por
100% y se dividid entre el total anteriormente obtenido. Lo mismo se hizo con el
namero de espermatozoides encontrados en B y con aquellos encontrados en C.
Entendiéndose como porcentaje de migracion, al porcentaje de espermatozoides
migrados en A o en B, y como porcentaje de no migracidén, al porcentaje de
espermatozoides que permanecieron en los capilares C.

Ademas, se calculd el total de espermatozoides que migraron, sumando
solamente el numero de espermatozoides encontrados en las camaras Ay B (a
este resultado se le llamara en lo sucesivo migracion total o MT). A partir de ésta,
se obtuvo el porcentaje de migracién especifica, muitiplicando el nimero de
células encontradas en la camara A por 100% y luego dividiéndolo entre Ia

migracion total. La migracion no especifica se obtuvo muitiplicando el namero de
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células encontradas en la camara B por 100% y luego dividiéndolo entre la
migracion total.

El analisis estadistico de los resultados se llevd a cabo utilizando un analisis
de varianza (Steel and Torrie, 1980), cuyoc modelo estadistico fue:

Yijk = . + Gi + 8(i) + Tj + CTij + E(ij)k

Donde:

Yijk = k-ésima respuesta aleatoria de migracion transformada a la raiz
cuadrada asociada al j-ésimo tiempo de incubacién (Tj), al i-ésimo ensayo (Ci), y a
la interaccion entre ambos (CTij); 1 representa fa media poblacional, 8(i) es el error
de restriccién debido a la aleatorizacion NID (0, 6°8), y E(ij)k es el error aleatorio
NID {0, ).

4.1.3. RESULTADOS.

La concentracion espermatica y la movilidad progresiva de las muestras de
semen obtenidas de los sementales fueron 139+59.6 x 10° espermatozoides/mi y
65.614% respectivamente. El coeficiente de variacion de la movilidad progresiva

de los espermatozoides de los 8 eyaculados fue de 6.1%.

De un total de 55 ensayos, en 51 de ellos los espermatozoides migraron
hacia las camaras A o B (92.7%). Cuatro ensayos (7.2%) se descartaron porque
no ocurfié migracion hacia el liquide folicular ni hacia ei medio control; en estos
ensayos los espermatozoides permanecieron en los tubos capilares. En 48
ensayos de 51 (94%) en donde si hubo migracion, hubo una diferencia cuatro a
seis veces mayor en el porcentaje de espermatozoides migrados hacia el liquido
folicular, y solo en tres ensayos el porcentaje de espermatozoides migrados fue
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mayor o igual en las camaras con medio control. Esta diferencia fue
estadisticamente significativa (p<0.001).

En el cuadro 1, se muestran los datos del porcentaje de espermatozoides
migrados hacia las camaras con liquido folicular o hacia el medio o control
negativo, y de los no migrados que permanecieron en el capilar. La figura 1
muestra estos porcentajes después de 30 minutos de incubacion de las camaras,
y para un total de 5 ensayos. Existié diferencia significativa (p<0.01) en el
porcentaje de espermatozoides migrados hacia las cAmaras con liquido folicular
crudo de yegua (55.92+14.67%, MediatDE) y las cédmaras con medio control
(17.01£17.48%). L.a barra blanca representa e! porcentaje de espermatozoides
que no migraron (27.06£16.12%).

Cuadro 1. Porcentaje de espermatozoides migrados y no migrados en base al
tiempo de incubacion de las camaras de quimiotaxis.

Nam. Ensayos | T. incubacion Camara A Camara B Capilar C
21 15 minutos 48.93 a 8.4b 4167 a
22 20 minutos 45.84 a 83b 45 86 a
7 25 minutos 43,24 a 6.33b 5043 a
5 30 minutos 5592 a 17.01b 27.06 ¢

Literales diferentes entre columnas y entre renglones (abc), representan diferencias
estadisticas significativas p<0.01

Figura 1. Porcentaje de espermatozoides migradosy no
migrados a los 30" de incubacién,

60% SR5%%

Porcentajde de
migracion

30 minutos BCaTarah
WConral
acmiac
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E! cuadro 2 presenta los resultados de migracién especifica haca el liguido
experimental y la migracién no especifica hacia el medio o control negativo. Se
observa que siempre fue mayor el porcentaje de espermatozoides migrados hacia
el liquido folicular que hacia el medio control con diferencias significativas
(p<0.01). Presentandose una mayor migracion a los 25 minutos (87.33%), pero
que no fue diferente significativamente (p>0.01) de los 15 y 30 minutos de
incubacion de las camaras (74.54 y 78.04% respectivamente). El menor
porcentaje fue para un tiempo de incubacion de 20 minutos (65.72%), que fue
diferente significativamente de los anteriores (p<0.01).

Cuadro 2. Porcentajes de migracion especifica y no especifica en base al tiempo de
incubacién de las camaras de quimiotaxis.

Tiempo de incubacion Céamara A Camara B
15 minutos 7454 a 15.24 ¢
20 minutos 65.72 b 16.10 ¢
25 minutos 87.33 a 1266 ¢
30 minutos 78.04 a 21.96 ¢

Literales diferentes entre columnas y entre renglones (abc), representan diferencias
estadisticas significativas p<0.01

En la figura 2, se sefiala la migracion corregida {(migracién especifica menos
migracion no especifica) en relacién al tiempo de incubacion. Como puede
observarse en esta figura, se alcanza un plateau después de 15 minutos de

incubacion.
Figura 2. Migracidn corregida (migracidn especifica
a0 menos migracion no especifica)
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4.1.4. DISCUSION.

Estos experimentos fueron llevados a cabo con medio HTF-HSA el cual
despues de repetidas pruebas, se encontrd que era aceptable para mantener la
movilidad de los espermatozoides en el estudio de la migracion dirigida. De hecho,
la movilidad de los espermatozoides de los dos sementales utilizados para este
experimento in vitro fue similar a la reportada en una publicacion previa por
Malmgren et al. (1994).

La estandarizacion de los métodos para el estudio de la quimiotaxis en el
liquido folicular de yegua dio fugar a resuitados similares a los encontrados por
Villanueva et al. (1992) en términos del niimero de células que responden al
quimjoatrayente. Aproximadamente el 60% de las células aplicadas a los tubos
capilares migran desde su origen hacia las camaras y cerca de un 88% lo hace
hacia la camara con liquido folicular. Es interesante notar que en estos ensayos se
utiizaron muestras de semen de equino, que no fueron sujetas a procedimientos
de seleccion de espermatozoides méviles o capacitados tales como el Swim up
(Berger et at. 1985), o las técnicas de columnas de fibra de vidrio o Sephadex
(Casey et al. 1991), lo cual demuestra que todos los espermatozoides del
eyaculado de los sementales tienen el potencial para responder a las sefiales
quimicas derivadas del liquido folicular. Esto difiere un poco de lo informado por
Cohen-Dayag et al. (1994), quienes establecieron que en el humano la habilidad
de (os espermatozoides para responder al quimicatrayente es adguirida
gradualmente, y que solo los espermatozoides capacitados son capaces de

responder a el.

Sin embargo en este experimento, una proporcién de los espermatozoides
aplicados a los ensayos de quimiotaxis no migrd del capilar, lo cual podria
significar que a pesar de que todos i0s espermatozoides tengan un potencial para
responder al quimicatrayente, existan ciertos evenios que deban ocurrir

estrictamente en el aparato genital de ia hembra, gue impliquen la capacitacion de
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los mismos (Parrish et al. 1989), y que si sean necesarios para que un mayor
nimero de espermatozoides expresen su capacidad de respuesta al
quimioatrayente, como sefialan Villanueva et al. (1990). Pero aqui también cabe
mencionar que al no haberse seleccionado a los espermatozoides moviles ni
capacitados, es probable que se introdujeran espermatozoides ' inmdviles ©
muertos en [0s ensayos, y de ahi los relativamente elevados porcentajes de
espermatozoides que no migraron.

Respecio a los siete ensayos en los que no hubo migracion porque el
namero total de células aplicédas permaneciG en el capilar, es probable que dado
que las camaras de quimiotaxis fueron disefiadas en el laboratorio y que no se
encontraban perfectamente selladas, se formaran burbujas de aire dentro del tubo
capilar, lo cual formo una barrera para la migracion.

Los resultados de migracion especifica y no especifica concuerdan con lo
encontrado por Ralt et al {1994), quienes trabajando con liquido folicular humano,
revelaron un cambio direccional frecuente de algunos espermatozoides hacia el
liquido, mientras que unos pocos fo hacian hacia la celda control que contenia
medio BWW, durante un periodo de incubacidn de las camaras de 30
minutos. También encontraron que el tiempo en el que mantuvieron incubando los
espermatozoides antes de introducirlos en los ensayos de quimiotaxis, influia en la
concentracion de estas células en las camaras experimentales, de manera que a
mayor tiempc de incubacion, mayor concentracion espermatica en los liquidos
foliculares evaluados.

En este experimento se observo que a pesar del tiempo de incubaciéon de las
camaras de quimiotaxis, la respuesta migratoria hacia el liquido folicular crudo de
yegua, fue la misma para casi todos los tiempos de incubacion manejados excepio

para un tiempo de 20 minuios.
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Mediante estos ensayos fue posible mostrar por primera ocasion que el
liquido folicular crudo de yegua ejerce quimioatraccion sobre los espermatozoides
de caballo independientemente del tiempo en que se incuben las camaras de
qumiotaxis, pero se requiere efectuar mas experimentos sobre el liquido folicular
equino analizando la molecula o moléculas responsables de los efectos
quimiotacticos, y su aplicacion en las técnicas de fertilizacion in vitro de esta
especie. Asi mismg, el modelo experimental originalmente descrito en un estudio
sobre la migracion dirigida en humanos, puede también ser utilizado para
investigar la presencia de quimioatrayentes especificos en el liquido folicular

equino.
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4.2. EXPERIMENTO 2

Efectos de la desnaturalizaciéon, hidrélisis por tripsina, extraccion
lipidica y dializado, sobre las propiedades quimiotacticas del liquido folicular
de yegua hacia los espermatozoides de caballo.

4.2.1. OBJETIVO GENERAL.

Determinar algunas propiedades fisico-quimicas del quimioatrayente del
liquido folicular de yegua.

4.2.1.1. OBJETIVOS PARTICULARES.

1.Evaluar la actividad quimiotactica presente en la fraccion de lipidos del
tiquido folicular.

2.Evaluar la actividad quimiotactica presente en el liquido folicular
desnaturalizado por calor o por tripsina.

3.Evaluar la actividad quimiotactica presente en el dializado del liquido
folicular.

4. Comparar la actividad quimiotactica de los liquidos tratados, con la
actividad quimiotactica det liquido folicular crudo.

4.2.2. HIPOTESIS.

1.8i el componente quimiotactico del liquido folicular es de naturaleza
esteroide como sucede en los humanos, entonces se esperaria que la actividad
quimiotactica de la fraccién lipidica del liquido folicular, fuera similar o superior a la
del liquido folicular crudo.

2.De igual modo se esperaria que existiera actividad quimiotactica en los
liguidos desnaturalizados por calor o por tripsina.

3.De ser asi, se esperaria que esta actividad fuera inferior a la del liquido
folicular crudo o que no existiera, en los liquidos que conservan su fraccion

proteica (dializado).
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4.2.2.1. Tratamientos de los liquidos foliculares.

Para determinar la naturaleza quimica de!l quimioatrayente presente en el
liquido folicular de yegua, en este experimento los liquidos foliculares se

sometieron a los siguientes tratamientos:

LFlip. Obtencion del extracto lipidico con acetona y cloroformo.

Se tomd una alicuota de 30 mi de fiquido folicular crudo que se descongeld
en bario Maria a 37°C.

Siguiendo la metodologia descrita por Villanueva et al. (1995), se prepararon
150 mi de una mezcla de cloroformo y acetona en una retacion 1:1/v:v. Los 30 mi
de liquido folicular se separaron en dos alicuotas de 15 ml cada una, y en elfas se
agregoé a partes iguales la mezcla anterior. Posteriormente se agitaron en vortex
por 5§ minutos para luego centrifugarios a 1500 x g durante 18 minutos a 24°C, con
lo cual se formaron dos fracciones de liquido de diferente densidad y color. La
primera fraccion correspondia a las proteinas y la segunda a los lipidos. Solo se
recupero y utilizé esta dltima.

Considerando que dicha fraccion aun contenia parte de la mezcla de
cloroformo y acetona, se alicuotd en tubos de vidric que se mantuvieron en un
horno de extraccion a 55°C durante 20 horas con el objeto de que esa mezcla se
evaporara dejando libre la fraccion lipidica, la cual quedd como residuo en el fondo
de los tubos de vidrio. Esta fraccion se recupero agregando al residuo de los tubos
medio HTF que contenia dimetil sulfoxido (DMSQ) al 0.005%. Este DMSO se
utilizé como disolvente de los lipidos. Una vez hecho esto ios tubos que ya
contenian este extracto o fraccién lipidica se guardaron en alicuotas de 4ml a —
20°C.
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LFtrip. Hidrolisis de proteinas por tripsina.

Se tomo ofra alicuota de liquido folicular de 50 mi que se descongeld a 37°C.
A ésta, se ile agregaron 11.5 ug/ml de tripsina al 1.15% en HTF segin la
metodologia de Villanueva et al. (1995). Posteriormente se mezcld manualmente
durante 2 minutos y después se incubé a 37°C por 10 minutos para que ocurriera
la reaccion enzimatica y se desnaturalizaran las proteinas del liquide. La reaccién
se detuvo agregando al medio 20 mg de EDTA 1 mM en solucidn salina,
mezclandola manualmente para luego incubar la mezcla durante 10 minutos a
37°C. Finalmente se retiré la tripsina haciendo una precipitacion de las proteinas
con sulfato de amonio al 49% en agitacion continua. Los liquidos se centrifugaron
a 1500 x g por 20 minutos recuperandose el sobrenadante con la fraccion no

proteica, en alicuotas de 4 ml que se mantuvieron a - 20°C hasta su uso.

L Feru. Liguido folicular crudo.

Este se obtuvo directamente del pool que habia sido centrifugado v tratado
con antibidticos, se separd en alicuotas de 4 ml y se mantuvo a — 20°C antes de
su utilizacion en los ensayos de quimiotaxis. Este liquido se manejoé como contro!
positivo.

LFdial. Liquido folicuiar dializado.

Otra aficuota de 50 ml descongelada a 37°C se dializd contra medio HTF
para retener y posteriormente evaluar las motléculas proteicas mayores a 12,000
daltons en los ensayos de quimiotaxis, y al mismo tiempo determinar et tamaio de
la molécuta del supuesto quimioatrayente (Villanueva et al. 1995).

Se utitizaron membranas de celulosa para dializado de proteinas mayores a

12,000 daltons (Sigma D-9402); las cuales se lavaron antes de su uso en solucion
salina durante 30 minutos, después se lavaron en medio HTF con agua deionizada
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en una relacion 1:50 (viv) por 30 minutos y finalmente en HTF con agua
deionizada (1:10/v:v) otros 30 minutos.

El dializado se efectud tomando 250 mi de medio HTF preparado en el
laboratorio que se colocaron en un vaso de precipitado. Aparte, se amarrd la
membrana de dializado lavada por uno de sus extremos con hilo de cafiamo para
luego llenarla de liquido folicular, amarrandola después por su otro exiremo con el
mismo hilo. La membrana asi preparada se introdujo en el vaso con HTF y esto se
mantuvo en agitacién continua a 4°C durante 22 horas. Al cumplirse las dos
primeras horas se hizo solamente un recambio del medio HTF y después se
continud la agitacion. Posteriormente se detuvo la agitacion y se extrajo ef liquido
dializado de la membrana, mismo que se alicuoté y se congetd para después
evaluar la fraccion proteica asi obtenida en los ensayos de quimiotaxis. E! HTF de
esie recambio no se evalud en los ensayos de quimiotaxis, sino que fue
desechado.

LFcal. Liquido folicular desnaturalizado por calor.

Oftra alicuota de 100 ml de liquido folicular se calentd en bafio Maria a 90°C
durante 10 minutos. El liquido asi calentado formo un precipitado que se separd
manualmente de fas paredes del tubo y se centrifugé a 4500 x g durante 30
minutos a 19°C. £l sobrenadante que contenia la fraccion no proteica, se recuperd
y se separ0 en alicuotas de 4 ml que se mantuvieron en congelacion a — 20°C
(Vitanueva et al. 1895).

4.2.2.2. Ensayos de Quimiotaxis.

Se utilizaron 4 eyaculados en total de 4 caballos diferentes, haciendo de 2 a
4 ensayos para cada eyaculado. Asimismo, cada eyaculado se evaiud con ios 5
diferentes liquidos foliculares tratados segin se observa en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Numero de ensayos efectuados por eyaculado en cada tratamiento del
experimento 2.

Eyaculado LFlip. LFtrip. LFcru. LFdial. LFcal. Total ensayos
1 4 4 4 4 3 19
yi 4 4 4 3 2 17
3 4 4 4 4 4 20
4 4 4 4 4 4 20
Total 16 16 16 15 13 76

Los capilares de las camaras de quimiotaxis se saturaron con 130 u! de acido
hialurénico al 0.05% en HTF; las camaras A se llenaron con 1 ml de cada liquido
folicular tratado y las camaras B se llenaron con medio HTF-HSA al 7.5%, de
acuerdo a la metodologia seguida por Villanueva et al. (1992).

Diez microlitros del liquido de los capilares se sustituyeron con ofros 10 pl de
muestra, cuya concentracion espermatica aproximada fue de 400,000 células, y se
dejaron incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de esto se
retiraron los liquidos y se colocaron en tubos marcados que fueron centrifugados a
1500 x g durante 8 minutos. Los sobrenadantes se descartaron dejando un
remanente de 8.3 ml en los cuales homogeneizar las pastillas y asi evaluar 10 u!

en ef hemocitdmetro.

Al iguai que en el primer experimento, para obtener los porcentajes de
migracién y no migracion, se sumaron los espermatozoides que migraron hacia ias
camaras experimentales A (que contenian los diferentes liquidos foliculares LFlip,
LFtrip, LFcru, LFdial y LFcal), los que migraron hacia las camaras o controles
negativos B (que contenian medio HTF-HSA), y los espermatozoides que no

migraron de los capilares C, estoes: A+B + C.

A partir de este total, se evaluaron los porcentajes de migracion como los
porcentajes de espermatozoides migrados hacia los liquidos experimentales (A), o
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hacia los medios o controles negativos (B), y los porcentajes de no migracion

como los porceniajes de espermatozoides que no migraron del capilar C.

También se obtuvo la migracion total (MT) mediante la formula;

A+B-C

Y a partir de ella, se obtuvo el porcentaje de migracion especifica hacia las
camaras A y el de migracién no especifica hacia las camaras B de acuerdo a las
formulas:

Ax100% +MT y B x 100% +MT respectivamente.

Los resultados encontrados en fos diferentes liquidos se compararon entre si
de tal manera que se determinara si los tratamientos efectuados influian en la
respuesta migratoria, evaluando cual o cuales de los liquidos foliculares
proporcionaron los mejores resultados en comparacion con el liquido folicular
crudo que fue el controf positivo, y de este modo establecer la naturaleza quimica
del quimioatrayente.

Con el objeto de cumplir con los supuestos de los modelos lineales, los datos
fueron transformados a su raiz cuadrada y el analisis fue realizado dentro de cada
uno de los lugares de migracion A, B o de no migracién C. Esto fue debido a que
un analisis previo indico diferentes valores de migracion de cada uno de los
tratamientos, con porcentajes de 52.87%, 7.05% y 40.07% para las camaras Ay 8
y para los capilares C respectivamente, mostrando ser diferentes
significativamente entre ellos {p < 0.01).
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El total de la variacion dentro de cada uno de los puntos de migracion, se
evalué estadisticamente por un analisis de varianza (Stee! and Torrie, 1980),
mismo que se representé como:

Yijk = u + Ci + (i) + Lj + CLij + E(ijk

Donde:

Yijk = k-ésima respuesta aleatoria de migracion transformada a la raiz
cuadrada asociada al j-ésimo liquido folicular (Lj), al i-ésimo ensayo (Ci), y a la
interaccién entre ambos (Clij); . representa ia media poblacional, &(i) es el error de
restriccion debido a la aleatorizacion NID (0, 6°8), y E(ijk es el error aleatorio NID

(0, o).

4.2.3. RESULTADOCS.

.a concentracion espermatica previa al lavado de las muestras de semen fue
de 211.52136.1 x 10° espermatozoides/m!, con un coeficiente de variacién de
64.3%. La movilidad progresiva fue de 72.25t7.6% (MediatDE). Posterior a los
lavados la concentracion espermatica fue de 42t2.4 x 10° espermatozoides/mi

mientras que la movilidad progresiva fue de 634+5.4%.

Se efectud un total de 76 ensayos, de los cuales 6 tuvieron igual namero de
espermatozoides migrados en A que en B.

En los 70 ensayos restantes (92.1%) la migracidn hacia los liquidos
foliculares fue evidente, encontrandose una diferencia de mas del 700% en el
porcentaje de espermatozoides migrados hacia los diferentes liquidos foliculares
(82.60 a 90.5%) en comparacion con el porcentaje de espermatozoides migrados
hacia el medio contro! (9.5 a 13.2%) {Cuadro 5).
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Para la evaluacion de los resultados de migracion y no migracion, se
determiné el analisis de varianza de la migracidbn de espermatozoides,
transformada a la raiz cuadrada para cada una de las camaras de migracion y
para los capilares, como se muestra en el cuadro 3 de los cuadrados medios en
los anexos.

En el cuadro 4, se presentan los resultados de migracion y no migracion,
observandose en promedio, un mayor porcentaje de espermatozoides migrados
hacia las camaras experimentales que contenian los cinco diferentes liquidos
foliculares evaluados (52.87%) seguido del porcentaje de espermatozoides que no
migraron del capitar (40.07%) y del porcentaje de espermatozoides que migrd
hacia las camaras con medios controles (7.05%), siendo diferentes
significativamente (p < 0.01).

£n el mismo cuadro, se comparan los resultados de migracion hacia las
camaras experimentales (A), en las que se observé una mayor migracién para el
liquido folicular desnaturalizado por calor (LFcal), por tripsina (LFtrip), y el liquido
folicutar crudo (LFcru.), siendo intermedio el resultado de la fraccion de lipidos
(LFlip), y el de menor migracion el liquido folicular dializado (LFdial), con
diferencias significativas (p<0.05). Con respecto a la camara B todos los liquidos
foliculares mostraron el mismo nivel de migracibn sin ser diferentes
significativamente (p>0.05) con unos valores extremos de 5.07% y 10.52% para
los liquidos foliculares crudo (LFcru) y dializado (LFdial} respectivamente.
Finalmente en los capilares C se observé un menor porcentaje de
espermatozoides no migrados en los liquidos desnaturalizados por tripsina (LFtrip)
y por calor (LFcal), con respecto a los demas liquidos, siendo diferentes
significativamente (p<0.05).
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Cuadro 4. Porcentaje de espermatozoides migrados y no migrados para cada
tratamiento del liquido folicular de!l experimento 2.

Tratamientos del LF | Camara A Camara B Capilar C
LF lip 52.48 a 519a 42.33 a
LF trip 5568 b 6.37 a 3793 b
LF cru 5473 b 5.07 a 40.19 a
LF dia 4401 ¢ 10.52 a 4548 a
LF cal 57.46 b 8.08 a 34.45b
% de migracion 52.87 x 7.05y 4007 z

Literales diferentes entre columnas (abc) muestran diferencias estadisticas p<0.05

Literales diferentes entre renglones (xyz) muestran diferencias estadisticas p<0.01

En e} cuadro 5, se muestran los resultados del porcentaje de migracion
especifica (A) y no especifica (B). En el se observa que tanto la fraccién de lipidos
{LFlip) como los liquidos foliculares desnaturalizado por tripsina y crudo (LFtrip y
LFcru), tuvieron porcentajes de migracion especifica hacia A del 90%, siendo
ligeramente mayores que los porcentajes de migracion especifica de los liquidos
foliculares dializado y desnaturalizado por calor (LFdial y LFcal), los cuales fueron
de 82.68% y 87% respectivamente. Estos porcentajes de migracion especifica, no
fueron diferentes significativamente entre los cinco liquidos experimentales
evaluados (p>0.01); pero si fueron diferentes significativamente a los porcentajes
de migracion no especifica {(p<0.01), los cuales fueron de 9 a 10% para los
liquidos foliculares LFlip, LFtrip y LFcru, y de 17.33 y 13.2% para el LFdial y el
LFcal. Es decir que siempre hubo mas espermatozoides que migraron hacia los
Hquidos foliculares, que los que migraron hacia el medio control (HTF-HSA).

Cuadro 5. Porcentajes de migracion especifica y no especifica para cada
tratamiento del liquide folicular de! experimento 2.

Tratamientos del LF Camara A Camara B
LF lip 90.00 a 10.00 b
LF trip 90.00 a 10.00 b
LF cru 90.50 a 950b
LF dial 82860 a 17.30b
LF cal §7.00 a 13.20b

Literales diferentes entre columnas y entre renglones (abc), representan diferencias
significativas p<0.01
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4.2.4. DISCUSION.

La concentracién espermatica anterior al lavado de las muestras presenté un
coeficiente de variacion muy grande (64.3%), debido a que hubo un caballo cuya
concentracion espermatica fue de 96.8 x 10° espermatozoides/ml mientras que
para los otros tres fue de 100 a 380 x 10° espermatozoides/mi. Es poco probable
que la calidad de los eyaculados hubiera sido afectada por la época en la que se
colecto el semen (junio a julic), ya que se conoce que los mejores meses para
colectar semen equino son de marzo a junio, porque se obtienen eyaculados de
mayor volumen y concentracion espermatica, y con buenos porcentajes de
movilidad. Es mas probable que como en este experimento no se determinaron las
edades de los sementales, ni tampoco se llevo un registro del nimero y frecuencia
de los eyaculados obtenidos de cada semental; estas diferencias en la
concentracién espermatica fueran debidas a caracteristicas particulares de los
sementales, tales como su edad, ya que los sementales jovenes tienen
eyacutados menos concentrados que los sementales mas viejos. También es un
factor importante en fa calidad det semen, ia frecuencia con la que se obtienen los
eyaculados en un mismo individuo (Blanchard and Vamner, 1996a, 1996b).

La razén por la cual se descartaron 6 ensayos, fue porque hubo ocasiones
en las que no fueron aplicados correctamente los liquidos dentro de los capilares
ni dentro de las camaras por fallas en el manejo de las pipetas automaticas, o
porque al momento de aplicar la alicuota de semen en los capilares se botaba una
gota de liquido del orificio del capilar por la formacion de burbujas de aire en su
interior.

Los resultados de migracion y no migracién demuestran que una porcién de
los espermatozoides aplicados en los capilares no responde a la sefal de
quimioatraccion de los liquidos foliculares, tal vez por el hecho de que se aplican
tanto espermatozoides moéviles como inmoéviles, ya que con los lavados de ias
muestras de semen no se asegura que se esté seleccionando a los
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espermatozoides mas capacitados para migrar. Por ello es que el porcentaje de
espermatozoides que no migran de los capilares es relativamente alto (40.07%).

Sin embargo, esio no impide que si ocurra una migracion de los
espermatozoides hacia los liquidos foliculares en mayor proporcién que hacia los
medios controles (52.87 vs. 7.05%). Con lo que se demuestra que el liquido
folicular de yegua sigue ejerciendo una actividad quimiotactica sobre los
espermatozoides de caballo a pesar de sujetarse a diversos tratamientos.

La intencién de este experimento fue la de aproximar la naturaleza quimica
del componente del liquido folicular al cual se deba su actividad quimiotactica, de
modo que de acuerdo con los resultados de migracion especifica se podria pensar
que el quimioatrayente es de naturaleza esteroide, ya que tanto los tiquidos que
contenian la fraccién puramente lipidica (LFlip), como los liquidos sin proteinas
(LFtrip) tuvieron un comportamiento idéntico al liquido folicular crudo (LFcru)
(todos tuvieron un 90% de migracion especifica hacia A). En los resultados de
migracion y no migracién, también es notable como ia respuesta quimiotactica .se
conserva, de tal manera que los liquidos foliculares que carecen de proteinas
(LFirip y LFcal) se comportan en forma similar al liquido folicular crudo (55.69,
57.46 y 54.73% respectivamente), y esios a su vez son similares a los resultados
del extracto lipidico (LFlip 52.48%), quedando con la menor respuesta
quimiotactica el liquido que st conserva sus proteinas (LFdial 44.01%).

Probablemente seria interesante evaluar posteriormente en los ensayos de
qguimiotaxis, al extracto proteico que también se forma después de ftratar los
liquidos foliculares con acetona y cloroformo (primer fraccidn de liquido que se
forma en el tubo), y no solo al extracto lipidico (segunda fraccion), para de esta
manera determinar si la fraccidn proteica presenta actividad de quimioatraccion.
Aungue el dializado aqui efectuado, que retuvo a las proteinas mayores a 12,000

daltons, permitid observar que las proteinas dei liquido folicular de yegua si
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ejercen quimiotaxis, pero sobre una menor proporcion de los espermatozoides
aplicados en los ensayos (44.01%), en comparacion con ios liquidos que
mantienen sus fracciones de lipidos o fracciones no proteicas (52.48 a 57.46%).
Estos resultados no concuerdan con los encontrados por Villanueva et al. {1995),
quienes dializaron liquido folicular de humanec analizando su actividad
guimiotactica sobre los espermatozoides, y encontraron que este liquido no
mostraba actividad quimiotactica alguna.

lLa razon por la cual en el presente experimento el dializado si ejercio
actividad quimiotactica se desconoce. Al parecer, independientemente de los
tratamientos a los que fueron sometidos los liquidos foliculares, la respuesta
quimiotactica siempre fue aparente, existiendo una tendencia a ser mayor la
actividad quimiotactica de los liquidos que poseen sus moléculas lipidicas, que la
de los liquidos que poseen sus moléculas proteicas. Sin embargo, es probable que
durante el dializado del liquido folicular no solo queden retenidas las proteinas,
sino también algin esteroide que se encuentre ligado a elias y por el que continde
la actividad quimiotactica, pero esto es algo que debera probarse en estudios

posteriores.

Hasta ahora, los resuftados sefialan que el quimioatrayente del liquido
folicular de yegua no corresponde Unicamente a una molécula esteroide, como
sucede en el humano (Villanueva et al. 1995), por lo que es probable que se trate
de un esteroide con su proteina conjugada.

Posteriormente seria recomendable efectuar experimentos en donde se
trabaje nuevamente con liquido folicular dializado pero evaluando tanto al liquido
gue queda dentro de la membrana de dializado, como al medio contra el que se
efectie el dializado, que en estos experimentos fue el medio HTF. También se
hace necesario evaluar liquido folicular libre de esteroides y libre de progesterona
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y compararios con el liquido folicuiar crudo, para de este modo determinar la
naturaleza quimica del quimioatrayente del liguido folicular.
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4.3. EXPERIMENTO 3

Comparacion del efecto quimiotactico del liquido folicular de yegua
libre de esteroides (carbon.dextran y dializado) y del HTF contra el que se
dializé vs. liquido folicular crudo, sobre 10s espermatozoides de caballo.

4.3.1. OBJETIVO GENERAL.

Determinar algunas caracteristicas fisico-quimicas del! quimioatrayente del
liquido folicular de yegua.

4.3.1.1. OBJETIVOS PARTICULARES.

1.Evaluar la actividad quimiotactica presente en el liquido folicular libre de
esteroides.

2.Evaluar la actividad quimiotactica del liquido dializado que retiene la
fraccion proteica, y del medio HTF contra el que se dializé y que contiene la
fraccion no proteica.

3.Comparar la actividad quimiotactica de los liquidos tratados, con la
actividad quimiotactica del liquido folicular crudo.

4.3.2. HIPOTESIS.

1.8t el quimicatrayente del liquido folicular corresponde a un esteroide,
entonces la respuesta del liquido folicular libre de esteroides serd minima o nula
(Yiquidos tratados con carbon-dextran), pero la respuesta del medio HTF con el
que se efectud el dializado sera elevada o similar a la del liquido folicular crudo,
debido a que el HTF contiene la fraccion no proteica.

2.5i por el contrario, el quimiocatrayente corresponde a una proteina,
entonces tanto la fraccidn retenida en el dializado como el liquido libre de
esteroides, daran una respuesta migratoria elevada o similar a la del liquido
folicular crudo, mientras que ef HTF no mostrara actividad quimiotactica.
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4.3.2.1. Tratamientos de los liguidos foliculares.

Para poder determinar ia naturaleza quimica del quimioatrayente presente en
el liquido folicular de yegua, se efectuaron los siguientes tratamientos:

LFcd. Tratamiento del liquido folicular con la técnica del carbon-dextran.

Este tratamiento pretende retirar un 99% de los esteroides presentes en este
liquido (lreland, 1983; Zarate, 1996; Hernandez, 1997).

A una alicuota de 30 ml de liquido folicular se le afiadié carbén vegetal
activado (10 mg/ml) méas dextran (0.1 ma/ml} y se agitd durante una hora a 25°C.
Para retirar el carbén activado el liquido se centrifugd a 1500 x g durante 30
minutos a — 4°C, decantando el sobrenadante en un tubo. Este proceso de
centrifugacién y decantacion se repitid 6 veces y se filtrd en papel filtro del niimero
1 para clarificarlo. Posterior a la sexta centrifugacion se consideré que el liquido
folicular estaba libre de esteroides. Para evitar su contaminacién se le agregaron
antibidticos (100 Ul/ml de penicilina G y 50 Ui/ml de sulfato de estreptomicina) y se
mantuvo a una temperatura de — 20°C antes de su uso en los ensayos (Zarate,
1996; Hernandez et al. 1997).

A estos liguidos no se les hizo ninguna evaluacion posterior para determinar
sus concentraciones de esteroides, ya que previamente se ha demostrado que la
metodologia empleada remueve alrededor del 99% de los esteroides presentes en
el liquido folicutar equino (Ireland, 1983; Hernandez et al. 1997).

LFdial. Tratamiento del liquido folicular mediante dializado.

Al igual que en el experimento anterior, primeramente se lavaron las
membranas de celulosa en solucion salina durante 30 minutos, seguidamente en
HTF en agua deionizada (1:50/v:v} durante 30 minutos y finalmente en HTF en
agua deionizada (1:10/v:v) otros 30 minutos.
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Una alicuota de 30 mil de liquido folicular crudo se dializd contra 250 mi de
medio HTF a 4°C durante 24 horas en agitacion continua. En este experimento se
hicieron dos recambios del medio HTF conira el que se efectud el dializado (uno
cada dos horas), a diferencia del experimento anterior en el que se hizo un solo
recambio de este medio. Al término del dializado, se recuperd tanto la fraccion
proteica del liquido folicular que habia quedado retenida en la membrana de
dializado, como el medic HTF del primer recambio, y se alicuotaron para
congelarios a — 20°C hasta su uso. El HTF del segundo recambio se desecho.

LFcru. Liguido folicular crudo.

Este se obtuvo del pool gue habia sido previamente centrifugado y tratado
con antibidticos, se separd en alicuotas y se mantuvo en congelacion antes de ser

incluido en los ensayos de quimiotaxis.

MTF del dializado.

Aqui se evalud el medio HTF del primer recambio con el que se dializo el
liquido folicular. Este se alicuotd y se mantuvo en congelacion hasta su uso.

4.3.2.2. Ensayos de Quimiotaxis.

Debido a que este experimento se llevé a cabo durante el inicio de invierng
{noviembre 1997), época en que la mayoria de las yeguas se encuentran en
anestro, ain cuando se hicieron visitas frecuentes al rancho de equinos para
recelar a las yeguas, solamente pudo obtenerse un eyaculado de un solo caballo

para los ensayos de quimiotaxis.
Con base en los diferentes tratamientos de los liquidos foliculares, se

procedié al preparado de las camaras de guimiotaxis, dejando 5 camaras para el
liquido folicular tratado con carbon-dextran, 5 camaras para el liquido folicular
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dializado, 5 camaras para el liquido folicular crudo, y 4 camaras para el HTF del

dializado.

Se designaran con letras A las cémaras experimentaies que contenian los
diferentes liquidos tratados, con letras B las camaras control negativo (HTF-HSA
al 7.5%) y con letras C los capilares con acido hialurénico al 0.05% en HTF.

Se saturaron los capilares de las camaras con 130 ul de acido hialurénico,
las cdmaras A con 1 mi de cada liquido tratado y las camaras B con 1 mi de medio

control negativo.

Posteriormente se dejaron incubando 10 minutos a temperatura ambiente
para que se formara un gradiente de los liquidos, después de lo cual 10 ul de los
liquidos de los capilares se sustituyeron con otros 10 ui de la muestra de semen

lavado cuya concentracion espermatica era de aproximadamente 500,000 células.

Las camaras se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente para
después retirar los liquidos de camaras y capilares, los cuales se centrifugaron a
1500 x g por 8 minutos, descartando sus sobrenadantes con remanentes de 0.3 ml
en los cuales se resuspendieron las pastillas y asi se evaluaron 10 p! en el

hemaocitometro.

Nuevamente, de cada camara y sus compartimentos (A, B v C) se obtuvo e!
nomero de espermatozoides, estos se sumaron y en base a ello se evalud la
respuesta migratoria como el porcentaje de migracion hacia A o hacia B, vy el
porcentaje de no migracion a partir de los espermatozoides que no migraron de
sus capilares C.
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De los espermatozoides que si migraron se obiuvo el porcentaje de
migracién especifica hacia A y el porcentaje de migracion no especifica hacia B, a
partir de la migracion total (MT) basada en la siguiente formula: A+B - C

Los resultados encontrados en los diferentes liquidos se compararon entre
si, para determinar si los tratamientos efectuados en ellos tenian alguna influencia
en la respuesta migratora y asi conocer cuales liquidos ejercieron mayor
quimioatraccion sobre los espermatozoides de caballo. De este modo se espera
poder establecer la naturaleza quimica del agente quimiotactico del liquido
folicular de yegua.

Cabe aclarar que los resultados aqui presentados son preliminares, debido a
que el tamafio de fa muesira fue pequefio para sustentar los resultados de
quimiotaxis. Se requiere de un mayor nimero de eyaculados para poder
establecer la respuesta quimiotactica adecuadamente.

Los resuttados se anhalizaron estadisticamente mediante un analisis de
varianza (Stee! and Torrie, 1980) cuyo modelo fue:
Yijk = p + Ci + 8(i) + Lj + CLij + E(ij)k

Donde:

Yijk = k-ésima respuesta aleatoria de migracion transformada a la raiz
cuadrada asociada al j-ésimo liquido experimental (Lj), al i-ésimo ensayo (Ci), y a
fa interaccion entre ambos (CLij); p representa la media poblacional, 8(i) es el error
de restriccion debido a la aleatorizacion NID (0,6%8), v E(ij)k es el error aleatorio
NID (0,6%).

4.3.3. RESULTADCGCS.

La concentracion espermatica anterior al lavado de las muestras de semen
fue de 34 x 10° espermatozoides/ml y la movilidad progresiva de 85%. Posterior a
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los lavados la concentracion espermatica fue de 53 x 10° espermatozoides/m!
mientras que la movilidad progresiva se incrementé a 90%.

Como se observa, la concentracion espermatica se aproximé a 500,000
ceélulas por 10 pl de muestra aplicada a cada capilar de las camaras de
quimiotaxis. Sin embargo continuaron presentandose fallas en 1a aplicacion de la
alicuota de semen en los capilares, pues en dos de las camaras se perdio parte de
ella, de modo que hubo ensayos que se hicieron con concentraciones
espermaticas de alrededor de 210,000 células. Aun asi estos datos no se
descartaron de fa evaluacion de los resultados.

Como una evaluacion adicional a este experimento, se efectud un
radioinmunoanalisis al liquido folicular crudo, para determinar su concentracion de
progesterona (P4) (Villanueva et al. 1995). Encontrandose una concentracién de
P4 de una alicuota de 100 pl de liguido folicular crudo, de 41.95 ng/ml. Estos
niveles de P4 son similares a los encontrados por Gentry et al. (1996) quienes
determinaron niveles de 50 ng/ml en foliculos preovulatorios de 5 a 6 cm de
diametro, pero quedan por debajo de los resultados encontrados por Bergfelt y
Ginther (1986), quienes determinaron niveles de P4 de 86.1 ng/ml en un pool de
liquido folicular de yeguas Pony, aungue no especifican el tamafio de ios foliculos.

Respuesta migratoria.

En el cuadro 6, se muestran los porcentajes de espermatozoides que
migraron hacia los § diferentes liquidos tratados asi como los porcentajes de
espermatozoides migrados en las camaras B y los no migrados del capilar C.
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Cuadro 6. Porcentaje de espermatozoides migrados y no migrados para cada
tratamiento del liquido folicular del experimento 3.

Tratamientos del LF | Camara A Camara B Capilar C
LF cd 42.00 abcd 23.30 ef 35.00 bcde
LF dial 45.00 abcd 30.00 def 25.00 ef
LF cru 47.70 abc 32.40 bedef 20.00 ef
HTF 53.70 a 30.50 bedef 15.70 f

Literales diferentes entre columnas y entre renglones (abcdef), representan
diferencias significativas p<0.05

Con respecto al porcentaje de espermatozoides migrados hacia los liquidos
experimentales, el tratamiento que mostré un porcentaje mas elevado fue el medio
HTF contra el que se habia dializado el liquido folicular de yegua (53.7%) pero no
fue significativamente diferente (p>0.05) a los liquidos foliculares crudo (47.7.%),
dializado (45%) ni al liquido folicular libre de esteroides (42%).

En cuanto al porcentaje de espermatozoides migrados hacia los medios
controles {camaras B), el tratamiento que mostrd un relativamente menor
porcentaje fue el liquido folicular sin esteroides (23.3%) y el que mostrd un mayor
porcentaje fue e! liquido folicular crudo (32.4%) sin ser diferentes
significativamente (p>0.05).

De los espermatozoides que no migraron de los capilares, el mayor
porcentaje fue para el liquido folicular sin esteroides (35%), y el menor porcentaje
fue para el medio HTF contra el que se dializod (15.7%) (p<0.05).

Considerando solamente a los espermatozoides que si migraron, en el
cuadro 7 se presentan los resultados de migracion especifica y no especifica;
encontrandose un mayor porcentaje de migracion especifica en el liquido folicular
libre de esteroides (66%) y en el HTF contra el que se dializé (64%), pero sin ser
diferentes significativamente (p>0.05) al liquido folicular dializado (61%) ni al
liquido folicular crudo {60%), es decir que todos se comportaron de manera

similar.
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El porcentaje de migracion no especifica (B) fue simitar para los liquidos
foliculares crudo (40%) y dializado (39%) y ligeramente menor para el HTF contra
el que se dializd (36%), y para el liquido Tolicular sin esteroides (34%), sin existir
diferencias significativas entre eltos (p>0.05).

Sin  embargo, para todos los tratamientos los porcentajes de
espermatozoides migrados siempre fueron mayores para las camaras A que para
las camaras B (Cuadro 7) (p<0.05). Cabe mencionar que el tratamiento que tuvo
un mejor comportamiento de migracion fue el HTF contra el que se dializg, ya que
en los liquidos sin esteroides y dializado, hubo una camara en cada uno en donde
se encontrd un mayor porcentaje de espermatozoides en el medio control
negativo, que en el medio experimental.

Cuadro 7. Porcentajes de migracion especifica y no especifica para cada
tratamiento del liquido folicular del experimento 3.

Tratamientos del LF Camara A Camara B
LF cd 66.10 a 34.00b
LF dial 51.04 a 30.00 b
LF cru 60.03 a 40.00 b
HTF 6400 a 368.10b

Literales diferentes entre columnas y entre renglones(ab), representan diferencias
significativas p<0.05

4.3.4. DISCUSION.

En este experimento la concentracion espermatica previa al lavado de las
muestras fue muy baja en comparacion con {a encontrada en el experimento
anterior (34 x 10° espermatozoides/mt vs. 211.5+136.1 x 10° espermatozoides/mi)
respectivamente, pero lta movilidad progresiva fue mejor (85% vs. 72.25+7.6%)

respectivamente {MediaxDE).
Los resultados de migracion especifica hacia los liquidos experimentales

quedaron muy por debajo de los encontrados en el informe anterior (60.03 a
66.1% vs. 82.6 a 90.5% respectivamente), y por io tanto los porcentajes de

65



migracién no especifica, fueron mayores para los medios o controles negativos (34
a 40% vs. 9.5 a 17.3% respectivamente).

Lo anterior puede deberse a muchas razones, como por ejemplo al hecho de
que en este estudio solamente se evalué a un semental y por consiguiente el
tamafno de la muestra fue inadecuado, o bien que la calidad de los liquidos
foliculares fuera menor, todo ello debido a que este experimento se efectué fuera
de ta época reproductiva de los equinos. También es probable que la respuesta
encontrada se deba al tipo de tratamientos aplicados a los liquidos foliculares.

Por otra parte, el liquido folicular que se traté con carbdn-dextran para
retirarle el 99% de sus esteroides, mostré un bajo porcentaje de espermatozoides
migrados en A (42%) comparado con los demas liquidos foliculares (= 45%),
aunque su migracion especifica fue mayor a fa de los demas liquidos (66.10%). Se
desconoce la razén por la cual este liquido sin esteroides sigue dando una
respuesta tan similar al liquido que no contiene proteinas (HTF).

Los tratamientos del liquido folicular dializado y del HTF contra et que se
dializé, permitieron evaluar la respuesta de la fraccion proteica vs. la fraccion no
proteica del liquido folicular; en donde se encontré que el HTF obtuvo el mayor
porcentaje de espermatozoides migrados en A (53.7%) comparado con los otros
liquidos foliculares (<48%). Mientras que el liquido folicutar dializado tuvo una
respuesta similar a la del liquido folicular crudo (45 y 47.7% respectivamente). Es
decir que aun cuando todos los liquidos experimentales mostraron un efecto
quimiotactico sobre los espermatozoides, la mayor respuesta fue para el medio
que contenia la fraccion no proteica (HTF),

Segun los resultados del experimento efectuado anteriormente (experimento

2 de esta tesis), también los liquidos foliculares con su fraccién de lipidos

mostraron el mayor porceniaje de migracion (52.4 a 57.4%) comparados con su
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fracciéon proteica (44.01%), siendo los resultados de ese experimento muy
similares a fos del HTF y a los del dializado encontrados aqui (53.7% vs. 45%)

respectivamente,

La razon por la cual los liquidos foliculares dializados y los liguidos libres de
esteroides siguen mostrando actividad quimiotactica todavia no se conoce,
probablemente sucedid que el dializado efectuado, pese al doble recambio de
HTF, todavia siguibé conservando esteroides. De manera que la hormona implicada
en la respuesta guimiotactica permanecio unida a las proteinas y asi pudo ejercer
su actividad, pero es necesario efectuar ensayos gue sustenten esto, de manera
que el dializado sea sometido a un mayor nimero de recambios de HTF (minimo
6), y asi sean separados al maximo los componentes proteicos de los
compornentes no proteicos del liquido folicular.

También es probable que dentro del total de componentes que conforman al
ifquido folicular exista algun otro con propiedades quimiotacticas que no
nhecesariamente pertenezca a un lipido ni a una proteina, ya que como sefalan
Biggs et al. (1993) y Eissa (1996) el liquido folicular contiene una variedad de
componentes quimicos tanto proteicos como de naturaleza esteroide, ademas de
carbohidratos, enzimas y minerales.

Tan solo dentro del total de proteinas que componen a este liquido,
Andersen et al. (1976) lograron distinguir 40 proteinas individuales en el liquido
folicular bovino cuya naturaleza quimica era muy similar a la del suero. Ellos
explican que e! antro folicuiar es accesible a casi cualquier proteina presente en la
circulacion, manteniendo un equilibrio constante entre el liquido folicular y e
plasma. Los autores mencionan que la concentracién de proteina total del liquido
folicular es de 60 a 84 mg/mi para aquellos folicuios de 15 a 20 mm de diametro y
que sus principales proteinas son prealbimina, albumina, globulinas, glicoproteina
I, lipoproteinas, macroglobulinas e inmunoglobulinas (igA, 1gG e IgM).
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Por su parte Wise (1987) y Lee et al {(1992), sefalan que las proteinas
presentes en el liquido folicular no solamente son de origen sérico sino que
también son producidas por las células del cumulus que rodean al foliculo.

En especies animales como el porcino, se ha visto que el liquido folicular de
cerda estimula la respiracién de los espermatozoides in vitro y que un dializado de
éste disminuye dicho efecto, no asi la desnaturalizacion por calor del fiquido
folicular (Lee et al. 1992). Estos autores han encontrado que en el liquido folicular
de esta especie existen proteinas del tipo de las glicoproteinas con peso molecular
de 52,000, con una secuencia aminoacido N-terminal muy similar a la de la
Antitrombina i del humano, equino y bovino, las cuales estimulan la movilidad de

los espermatozoides in vitro.

En un estudio posterior Lee et al. {1994) evaluaron la Antitrombina il como
estimuladora de la movilidad y la quimiotaxis de los espermatozoides de cerdo.
Purificaron esta proteina del liquido folicular mediante cromatografia y después
agregaron diferentes concentraciones de la misma al semen lavado, incubandoio
para asi evaluar el porcentaje de movilidad de los espermatozoides. Por otro lado,
utilizaron camaras de quimiotaxis las cuales poseian una camara superior y otra
inferior separadas por una membrana de filiro de policarbonato. A la camara
inferior la saturaron con medio PBS y a la superior con espermatozoides
mezclados con diferentes concentraciones de la Antitrombina W y las dejaron
incubar. Bl ensayo experimental se efectud saturando la camara inferior con PBS
que contenia diversas concentraciones de la proteina y la camara superior con
una suspension de 3 x 10° espermatozoides/mi, dejando un tiempo de 15 minutos
de incubacion a temperatura ambiente. Con este experimento encontraron que la
Antitrombina H) estimulaba la movilidad espermatica y que ademas poseia un
efecto quimiotactico sobre los espermatozoides.
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Otros experimentos efectuados en humanos han Ylevado a la conclusién de

que los agentes quimiotacticos son de naturaleza esteroide (Villanueva et al.
1995).

Asi, se observa que el liquido folicular posee diversas sustancias que
funcionan como quimiocatrayentes de espermatozoides y que en unas especies
son de naturaleza proteica mientras que en otra son de naturaleza esteroide.

En este experimento, hasta donde ha sido posible vislumbrar, el
quimioatrayente puede estar comprendido entre ambas sustancias con una mayor
tendencia a tratarse de un esteroide o bien un complejo lipoproteico, en donde
quizas el esteroide esté unido a una proteina y de esta manera pueda ejercer su

actividad quimioctactica.

Se recomienda entonces efectuar ftratamientos al liquido folicular,
descartando mediante el uso de anticuerpos, hormonas esteroides tales como la
P4 y E2, y determinando la concentracién de las mismas por métodos como el
radioinmunoanalisis (RIA) o el ELISA (Silvan et al, 1993). Para que posteriormente
los liquidos foliculares libres de estas hormonas se sometan a los ensayos de
quimiotaxis y de este modo evaluar su actividad sobre los espermatozoides de
caballo. También se hace necesario ampliar e! tamafo de la muestra para
posteriores ensayos de quimiotaxis.

Otras opciones serian tratar al liquido folicular para su desnaturalizacién por
calor o por tripsina y a estos mismos liquidos someterios después a un dializado,
evaluando nuevamente tanto al medio conira el que se dialice como al jiquido
folicular, y al mismo tiempo efeciuar un mayor niimero de recambios de! medio
contra et que se dialice. O si se prefiere, agregar diferentes hormonas esteroides
tales como progestierona, estradiol o testosterona en el medio HTF, a las
concentraciones recomendadas por Villanueva et al. (1995) y por Sanchez (1998),
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para evaluarlas en los ensayos de quimiotaxis y determinar si influyen en ta
respuesta migratoria de los espermatozoides de caballo.

70



|

5. DISCUSION GENERAL

En muchas especies invertebradas, la comunicacion quimica entre el ovocito
y el espermatozoide parece ser esencial para la supervivencia. En especies
marinas, en las que la fertilizacibn ocurre extracorporeamente, tanto el
espermatozoide como el ovocito son liberados directamente en el mar, y el
espermatozoide debe encontrar al ovocito por medio de una migracion dirigida
hacia un potente estimulo (Ward and Kopf 1993).

En jos mamiferos, se sabe que durante la ovulacion, el liquido folicular es
liberado con el ovocito y fluye dentro del aparato reproductor de la hembra
interviniendo de manera importante en los procesos de fertilizacion (Lee et al.
1994}, y en el caso de los gametos masculinos, algunos estudios in vitro han
demostrado que este liquido folicular también estimula la movilidad de jos
espermatozoides, los capacita e induce su reaccion acrosomal mejorando las
tasas de penetracion del ovocito, y de igual manera los atrae hacia el mediante su
actividad quimiotactica {Lee et al. 1994).

Con respecto a los ovocitos, solamente aquellos que son maduros son
conducidos dentro del oviducto junto con el liquido folicutar durante la ruptura de
los foliculos en los ovarios de los mamiferos, y por elio resulta facil comprender
que sea precisamente el liquido folicular el que ejerza sus efectos sobre la
movilida.d, quimiotaxis, capacitacidn y reaccion acrosomal de los espermatozoides
que se encuentran en la cercanié del ovocito durante los diferentes estados
fisiolégicos de los procesos de fertilizacion (Lee et al. 1994),

La comunicacién entre gametos en las especies mamiferas, parece ser
menos importante que en las especies invertebradas, debido a que el
espermatozoide depositado en el aparato reproductor femenino no se enfrenta a
condiciones tan hostiles para encontrar al ovocito. Sin embargo, se ha demostrado

gue en humanos, equinos, bovinos, ovinos, porcinos, leporidos y hamsters la
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mayor parte de l0s espermatozoides eyaculados permanecen en un estade de
movilidad reducida en el istmo del oviducto hasta que ocurre la ovulacion (Ward
and Kopf, 1993; Harper, 1994; Troedsson et al. 1998). En yeguas la concepcion
puede ocurrir aungue la monta se realice hasta 5 dias antes de la ovulacion
(Buckhardt 1949). Esto sugiere que en los mamiferos las sefiales quimicas
presentes en el liquido folicular pueden servir para activar a los espermatozoides
almacenados en el oviducto y para dirigir su migracion hacia el ovocito, una vez
ocurrida la ovulacion.

En los animales domésticos no ha sido completamente determinada la
composicion quimica del liquido folicular, sin embargo Funahashi y Day (1993)
detectaron que los esteroides del liquido folicular de cerda favorecian la movilidad
y habilidad de fertilizacion de los espermatozoides. Desafortunadamente no existe
informacién previa en relacion con efectos similares producidos por el Yiquido
folicular de yegua sobre los espermatozoides de caballo, tan solo se han
determinado algunos de sus componentes como son e! estradiol y la progesterona
(Bergfelt and Ginther, 1986). Los usos que se le ha dado a este liquido han sido
principalmente para regular la secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH)
por ta hipdfisis (De Jong and Sharpe 1976; ireland et al. 1983; Henderson et al.
1986).

Por lo que la naturaleza molecular de fos supuestos quimioatrayentes del
liquido folicutar de yegua debe ser estudiada con mas detalle, ya que en ciertas
especies marinas se han aislado clones de ADNc que codifican para péptidos
involucrados en la atraccion y activacion de los espermatozoides, mientras que en
otras especies se ha identificado a algunas hormonas esteroides como potentes
quimicatrayentes. En los estudios de Villanueva et al. (1995), se demostré que la
progesterona exhibe un efecto quimiotactico sobre los espermatozoides humanos

in vitro.
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En el presente trabajo, todos los resultados encontrados sugieren la
existencia de una respuesta migratoria de los espermatozoides ante el estimulo
quimiotactico del liquido folicular de yegua, y de ciertas sustancias presentes en
¢él, eslo es que esta respuesta no solamente ocurre en el ser humano (Villanueva
et al. 1990; 1992) sino que también tiene lugar en los equinos (Navarro et al.
1908).

Ademas, los resuitados del primer experimento efectuado demuestran que la
respuesta quimiotactica es probablemente igual para el total de espermatozoides
aplicados en los ensayos independientemente de los tiempos en los que se dejen
incubando las camaras de quimiotaxis.

Las razones por las cuales en los tres experimentos efectuados siempre
hubo wun relativamente elevado porcentaje de espermatozoides que no
manifestaba una respuesta migratoria, se desconocen, aunque es probable que
se deba a que no se hizo una seleccion de los espermatozoides capacitados antes
de aplicarlos en los ensayos de quimiotaxis, o que ciertos procesos de
capacitacion de los espermatozoides in vitra deban ocurrir necesariamente en
medios de cuitivo que se asemejen a las liquidos presentes en el oviducto (Lippes
and Wagh, 1989; Parrish et al. 1989; Villanueva et al. 1990).

Sin embargo, cabe mencionar que en estos experimentos se mantuvo a los
espermatozoides en medios de cultivo cuyo contenido de sales era similar al de
los medios fisiologicos. Tal es el caso del HTF que precisamente lleva ese nombre
debido a que su contenido es similar al del fluido tubal humano y se sabe que
mantiene intacta fa membrana acrosomal. Ademas su pH y osmolaridad son
similares a las de! liquido folicular {pH 7.3, osmolaridad 285-302 mOsm) mismas
que a su vez son similares a las del plasma sanguineo {Burgoyne et al, 1979;
David et al. 1973; Shagli et al. 1972).
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Por otro lado, es probable que pese a ia utilizacion del HTF hubiera
espermatozoides con reaccion acrosomal prematura a fa hora de efectuar los
ensayos, ya que como sefialan Lippes y Wagh (1989) los espermatozoides
requieren de una glicoproteina oviductal encargada de estabilizar su membrana
acrosomal.

Con respecto al acido hialuronico que se utilizé en los experimentos para
mantener la capilaridad de los tubos capilares, se conoce que es un carbohidrato
capacitante de espermatozoides (Villanueva et al. 1992} que en forma naturat se
encuentra conformando el cemento que une a las células del cumulus oophorus
del ovocito, conjuntamente con algunas proteinas, de modo que al reaccionar con
la enzima hiaturonidasa del espermatozoide facilita que éste penetre el cumulus y
se una directamente a la zona pelicida dando lugar a la fertilizacion (Harper,
1994). Es probable que entre mas denso sea este acido menor sea la migracion
de espermatozoides, pero precisamente se trabajé en una proporcion que se ha
visto no afecta negativamente la migracién de los espermatozoides (0.05%) y que
es todavia menor a la utiizada por Villanueva et al. (1992, 1995) quienes lo
manejaron al 0.5%. Ademas de que esta comprobado que este acido no presenta
diferencias significativas con el moco cervical, en cuanto al porcentaje de
movilidad y velocidad curvilinea de los espermatozoides (Villanueva et al. 1992) y
que el hialuronato de sodio es un sintético que se utiliza como sustituto del moco
cervical en pruebas de penetracion de los espermatozoides in vitro (Harper, 1994).

También es probable que la albumina sérica humana tenga un efecto de
capacitacion de espermatozoides, como sucede en el caso de ta BSA (Parent et
al. 1997), y que esto pudiera estar influyendo en su desplazamiento.

Pero de cualquier manera, siempre hubo una respuesta migratoria de los

espermatozoides hacia el liquido folicular en mayor proporcion que hacia el medio

control negativo.
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Ahora bien, con respecto al por qué una pequefia proporcion de los
espermatozoides que migran lo hace hacia el medio control (HTF-HSA al 7.5%),
tal vez quede explicado con los resuliados de Cohen-Dayag et al {1994) quienes
encontraron un comportamiento similar en sus experimentos de quimioctaxis,
atribuyéndolo a que la respuesta migratoria de los espermatozoides es secuencial,
es decir que algunos espermatozoides van adquiriendo su capacidad para migrar
mientras que otros la van perdiendo, de esta forma se aseguraria que solo los
espermatozoides mas aptos puedan alcanzar al quimioatrayente. O bien se deba a
que si exista una relacion lineal entre el nimero de células aplicadas a los
ensayos v la tasa de migracion, de tal manera que la habilidad para responder a
estas sefales de quimioatraccion sea una caracteristica comiun a la mayoria de
los espermatozoides y que si algunos no responden, sea porque los efectos de
guimioatraccion del liquido folicular sean cortos porque estén presentes ciertos
mecanismos de transduccion similares a los de otros quimioatrayentes (Villanueva
et al. 1992).

En el experimento 2 se observo que el liquido folicular desnaturalizado por
calor era tan buen quimioatrayente como en su estado crudo. Esto puede deberse
a que dentro de las proteinas que componen al liquido folicular, se encuentra la
albimina la cual es captadora de esteroides como la P4 y dado que al
desnaturalizar el liquido folicular se esta quitando esta proteina, probablemente
quede P4 en forma libre con lo cual se incrementen sus niveles en el liquido
folicular y por ello sea mejor la respuesta en este liquido. Esto haria suponer que
el agente quimioatrayente det liquido folicular corresponde a un estercide, sin
embargo, considerando que no se determind el nivel de esta hormona u otras

hormonas esteroides en el liquido desnaturalizado, no es posible asegurar esto.
De igual manera, el liquido folicular libre de proteinas por accion enzimatica,

tuvo un alto porcentaje de espermatozoides migrados que fue mayor al de ia
fraccion lipidica, mientras que la fraccion proteica por dializado obtuvo el menor

75



porcentaje. La respuesta encontrada en este experimento fue muy similar a la
encontrada por Villanueva et al (1995), quienes hicieron una caracterizacion
bioquimica parcial del factor quimioatrayente con los mismos tratamientos
aplicados aqui y descubrieron que el nimero de células migradas permanecia sin
cambios después de tratar fos liquidos foliculares con tripsina o calor, pero en su
experimento el dializado abolid completamente esta migracién mientras que et
extracto lipidico funcionaba igual al tiquido folicular crudo.

Por dltimo el experimento 3 pese a presentar resultados preliminares, sigue
mostrando que los liquidos que mantienen su fraccion esteroide o no proteica,
funcionan mejor como quimioatrayentes que aquellos gue permanecen con su
fraccion proteica.

Dichos trabajos revelaron que el compuesto muesira unas caracteristicas
fisicoquimicas correspondientes a los lipidos, como son su resistencia a ia accién
del calor o de enzimas proteoliticas como la tripsina, su bajo peso molecular, su
hidrofobismo, y su solubilidad en solventes como el cloroformo y la acetona
(Bearden y Fuquay, 1882; Murray et al. 1988), lo cual coincide con los trabajos
efectuados por Ralt et al (1994) y los efectuados por Villanueva et al (1995).

Con todo o anterior puede decirse que al igual que en los humanos, en los
equinos exisie un quimicatrayente del liquido folicular cuya naturaleza quimica
parece aproximarse méas a un esteroide que a una proteina, pero con la diferencia
de que al mismo tiempo este esteroide pueda estar ligado a una proteina de union
necesaria para que efectue eficazmente su actividad quimiofactica.
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6. CONCLUSIONES

Los trabajos anteriores encaminados primeramente a la determinacion de la
exisiencia de actividad quimiotactica del liquido foticular de yegua sobre los
espermatozoides de caballo y en segundo lugar a la caracterizacién del
quimioatrayente, han permitido demostrar que al igual que en otras especies
inferiores y superiores, el equino también muestra mecanismos de quimioatraccion
in vitro que probablemente sea valido extrapolar a lo que sucede a nivel de
gametos masculino y femenino in vivo, en donde ambas células se comunican
antes de la fertilizacion para asegurar su encuentro y asi favorecer la ocurrencia
de la fertifizacion.

Esta idea permite concluir que en ese proceso de comunicacion participan
ciertos elementos presentes en el liquido folicular, que son activadores de la
movilidad de los espermatozoides y que al mismo tiempo les provocan un cambio

en ia direccion en que viajan para acercarlos a un gradiente de los elementos.

También es pertinente sefalar que estos componentes de! liquido folicular
pueden estar actuando sobre los espermatozoides, incrementando sus
concentraciones de AMPc y calcio, y de este modo favorecer su respiracién,

movilidad y reaccion acrosomal.

Por io tanto, los componentes del liquido folicuiar o el liquide folicular en si
mismo, pueden tener unha ufilidad potencial como agentes que incrementen fa
fertilidad en sistemas in vitro, en la medida en que como sefalan Henderson et af
(1986), incrementen las tasas de ferlilidad o las prevengan. También podria
evaluarse la inhibicion del efecto quimioatrayente de estos compuestos con
sustancias que podrian ser potencialmente inhibidoras de la fertilizacion.

Seria interesante que en estudios posteriores, se evaluara minuciosamente a

cada uno de los componentes que conforman al liquido folicular, para caracterizar
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a la sustancia implicita en esta funcion de quimioatraccion, aunque todo parece
sefalar que se trata de una lipoproteina. Se hace necesario buscar métodos de
determinacion de esteroides en el liquido folicular como pueden ser el RIA o e}
ELISA; ademas de evaluar en los ensayos de quimiotaxis a los elementos
esteroideos tales como la P4, E2 y testosterona, para deducir si este efecto es

exclusivo de {a P4 como o es en humanos.

iguaimente seria valido dializar nuevamente a los liquidos foliculares
evaluando tanto a la fraccion dializada como al medio contra el que se dialice en
los ensayos de quimiotaxis, efectuando un mayor nimero de recambios, y
posteriormente desnaturalizarios para ver qué sucede. O evaluar el medio HTF
con concentraciones conocidas de progesterona, estradiol o testosterona, para
determinar si esta hormona es quimioatrayente de espermatozoides en equinos y
a que concentraciones la provocaria, tomando como referencia que en humanos,
las concentraciones de P4 a las que ocurre la quimiotaxis van de 3.125 a 25 ug/ml
(Sanchez, 1998).
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8. ANEXOS.

Se anexan los cuadros que muestran los analisis de varianza (ANOVA) o los

cuadrados medios de migracion de cada liquido folicular de los diferentes
experimentos efectuados.

Cuadro 1. ANOVA para los resultados de migracion ) ¥ no migracion de cada LF del experimento 1.

ov GL SC cM Fcalculada Fo
Modelo 12 2205.51 183.79 6.67 0.0001
Cabaillo 1 508.67 508.67 18.45 0.0001
T. incubacion 3 122.69 40,89 1.48 02212
Camara 2 1013.44 506.72 118.38 0.0001
Interaccion.7C |6 35.69 5.04 0.22 0.9713
Error 152 4189.83 27.56

Total corregido | 164 6395.34

Cuadro 2. ANOVA para los resultados de migracion especifica y no especifica de cada LF del
experimento 1.

Qv GL sC CM Fcalculada Fo
Modelo 8 1057.04 132.24 4.40 0.0001
Caballo 1 294 .14 994 14 33.07 0.0001
T. incubacién |3 489.55 163.18 543 0.0017
Camara 1 0.00 0.00 0.00 1.0000
Interaccidbn TC | 3 0.00 0.00 0.00 1.0000
Error 95 285566 30.05 i

Total corregido | 103 3913.60

Cuadro 3. Cuadrados medios para los resultados de migracion y no migracién de cada LFdel
experimento 2.

oV GL Céamara A Céamara B Capilar C
Caballo 3 11.84 3.84 21.44
Error de restricc. {0 4] ) : 0
Liquido folicular |4 3.54#% 0.74 1.69%
Interaccién CL 12 1.76%x 0.54 3.23%
Error 50 0.61 0.96 0.50

* p<0.05

wxp < 0.01

Cuadro 4. Cuadrados medios para la migracion y no migracian, y para la migracion especifica y no
especifica de cada LF del experimento 3.

oV GL Migra y no migra | GL M.esp. vy no esp.
Tratamiento LF 4 0.00021 4 0.00000001
Camara 2 0.24731 1 0.76420161
Interaccion LFC 8 0.08140 4 0.00701819
Error 57 0.02108 38 0.03470380




