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Resumen

En las hembras hamster Sirio Dorado (Mesocricetus auratus) el nimero promedio de
ovocitos ovulados es de 10, los cuales tienen una vida fértil méxima de 13 horas. En
hembras jovenes (de 2 a 5 meses de edad), los ovocitos ovulados permanecen
alrededor de 96 horas en el oviducto, donde envejecen y comienzan un proceso
degenerativo, luego pasan al Utero y de ahi son expulsados rapidamente al exterior
por la vagina durante la miccion. Sin embargo, en las hembras nuliparas adultas
(mas de 8 meses de edad) se ha observado en los oviductos la presencia de
ovocitos degenerados (OD) provenientes de ovulaciones previas, simultAaneamente a
la de los ovocitos viables (OV) producto de la ovulacion reciente; sin que se conozca
el significado o efecto fisiologico de este fendbmeno. Por ello, en este estudio se
investigd si los OD pueden colaborar en la atraccion de los espermatozoides. Para
ello se utilizé un sistema de microcanal conteniendo medio HTF, que consistié en un
dispositivo conformado por un pozo de entrada y dos pozos de salida conectados
entre si por microcanales formando una “Y”, emulando el aparato reproductor
femenino. En los pozos de salida (A o B) se colocaron de manera independiente 4
OD, o 4 OV, o sin ovocitos, y se incubaron durante 2 horas. Posteriormente se
colocaron 140,000 espermatozoides epididimarios capacitados en el pozo de entrada
(C) y se volvié a incubar. A los 15 minutos se contaron los espermatozoides que
migraron hacia los pozos A y B, encontrando que los que tienen mayor atraccion son
los ovocitos degenerados, seguidos de los viables (124 vs 113 espermatozoides,
respectivamente, P>0.05) y ambos fueron mayores que los migrados donde no habia
ovocitos (30% vs.11%, P>0.05, respectivamente). Se concluye que la migracion
espermatica inducida por los OD de hembras hdmster adultas, puede contribuir en la

fecundacion.



Abstract

In Syrian Golden hamster (Mesocricetus auratus) females, the average number of oocytes
ovulated is 10, which have a maximum of 13 hours of fertile life. In young females (2 to 5
months old), oocytes remain around 96 hours in the oviduct, where they begin a degenerative
process and then reach the uterus to be expelled outside the vagina during urination.
However, in adult nulliparous females (more than 8 months old) it has been observed the
presence in oviducts of degenerated oocytes (OD) coming from the last ovulation, at the same
time of viable oocytes (OV) product of the recent ovulation; without knowing the meaning or
physiological effect of this phenomenon. That is why the present study research the
chemotactic effect of OD toward spermatozoa. It was used a microchannel system containing
HTF, which consisted on a culture dish with one input well and two output wells connected
each one by microchannels forming a "Y", emulating the female reproductive tract. There were
placed 4 OD, or 4 OV, or no oocytes into the output (A or B), and then incubated during 2
hours. Subsequently, there were settled 140,000 epididimary capacitated spermatozoa into the
entry well (C) and incubated again. After 15 minutes of incubation, spermatozoa recovered and
counted from A and B wells, showed an increased chemotactic effect of OD toward
spermatozoa, when compared with OV (124 vs. 113 spermatozoa, respectively, P > 0.05) and
both results increased when compared with the well without oocytes (30% vs. 11%, P>0.05,
respectively). It concluded that spermatic migration induced by OD from adult female hamster,
might contribute to fertilization.



l.- INTRODUCCION

Las hembras de hamster Sirio Dorado (Mesocricetus auratus) alcanzan la pubertad hacia el
mes y medio de edad, en tanto que a los 6 meses se consideran adultas y a partir de los 10
meses senescentes (Soderwall et al., 1960). Durante la ovulacién, cada hembra libera en
promedio 10 ovocitos viables (OV), los cuales dentro del oviducto tienen una vida fértil
maxima de 13 horas, al cabo de las cuales comienzan a envejecer sufriendo cambios a nivel
morfolégico, celular y molecular (Liang et al., 2009) que los conducen a la muerte celular,

ocasionando una fragmentacion del citoplasma, del ndcleo y la distencion de la zona pelucida.

Cuando estos signos son mas manifiestos, al paso del tiempo, a estos ovocitos se les
denomina ovocitos degenerados (OD) (Takase, 1995). Los OD fueron descritos inicialmente
por Parkening en 1976, en hembras de hamster Sirio Dorado de 14 a 17 meses de edad y en
ratonas de 12 a 17 meses, observandolos dentro del oviducto (area ampulo-istmica),
determinando que permanecen junto a los ovocitos viables, es decir a aquellos
correspondientes a la ovulacion en curso, atribuyendo a esto un mal funcionamiento del

transporte ovocitario debido a cambios propios de la edad avanzada de las hembras.

En otros trabajos, se ha descrito también la presencia de OD dentro del oviducto, en hembras
de otros mamiferos como en la yegua, la burra (Steffenhagen et al., 1972 y David, 1975) y la
murciélaga (Rasweiler, 1979), donde se ha establecido que existe un transporte ovocitario y
embrionaro oviductal diferencial respondiendo a moléculas relacionadas con la activacion del

transporte oviductal procedentes de los ovocitos o embriones.

En el laboratorio donde se realizO el presente trabajo, también se habia observado la
presencia de OD simultanea a la de OV en hembras de hamster Sirio Dorado mayores de 8
meses de edad (Ambriz et al., 2013), sin embargo, poco se ha avanzado para esclarecer el
significado bioldgico y fisiologico de esta presencia simultanea de ovocitos degenerados con

ovocitos viables mas alla de un fallo vinculado con la edad de las hembras.

En relacion a los ovocitos degenerados que se presentan en oviductos de hembras de edad

avanzada, el argumento generalizado es que dicha hembra ha comenzado a presentar

3



trastornos reproductivos (Ej: produccion de hormonas, formacién y funcion de receptores,
integracion del eje hipotalamo hipdfisis-gonada, arreglos cito arquitectonicos, calidad
ovocitaria, unién y funcionalidad de la células cumulus), que indican una disminucién de la

eficiencia reproductiva de las hembras conforme la edad avanza (Vantman y Vega, 2010).

En contraste es bien conocido que en hembras de menor edad (2 a 5 meses), los ovocitos
viables y posteriormente envejecidos en caso de no fecundarse, permanecen en el tracto
reproductor femenino por un tiempo, siendo finalmente expulsados, para que en la siguiente

ovulacion, los ovocitos viables tengan la oportunidad de fecundarse (Croxatto, 2002).

Las pocas investigaciones sobre esta tematica, de la presencia simultanea oviductal de
ovocitos viables y degenerados, no han profundizado sobre este fendbmeno (Rasweiler, 1979)

El oviducto con sus multiples funciones, entre las cuales podemos mencionar el transito de
espermatozoides y ovocitos, la ambientacion para el sitio de fecundacion y el proveer lo
necesario para el desarrollo embrionario temprano, es clave para entender este proceso
fisiolégico (Fig. 1), asi como las moléculas ovocitarias y embrionarias involucradas. Debiendo
conocer en primer lugar, cuél podria ser la funcién de la presencia simultanea de ovocitos

degenerados y viables.

Ovario

Utero

FIGURA 1 Relacion anatomica entre el ovario, el oviducto (dmpula e istmo), la unién uGtero
tubaria (Uut) y el Gtero, en la hembra hamster Sirio Dorado (Mesocricetus auratus).
Microscopio de diseccion 70X (Tomado de Wassarman y Albertini 1994).



Il. MARCO TEORICO

2.1. El ovocito y su destino

En mamiferos, la formacion del ovocito comienza durante la vida fetal. Este gameto femenino
continuara su crecimiento y maduracién en las diferentes edades del individuo, alcanzando su
plenitud cuando la hembra sea adulta y sexualmente madura. Durante la vida fetal, las
ovogonias (2n) se dividen varias veces por mitosis, hasta convertirse en ovocitos primarios
(2n), en los cuales se inicia la primera division meio6tica, la cual queda detenida en estadio de
diploteno de la profase |. En la mayor parte de los mamiferos, dicha etapa continda después
del nacimiento y hasta que la hembra alcanza la pubertad. En este periodo de profase I, al
nacleo del ovocito se le conoce como vesicula germinal (Wassarman y Albertini, 1994 y
Betancourt et al., 2003).

Después de la pubertad, los ovocitos primarios completan la meiosis |, produciendo un ovocito
secundario que posee caracteristicamente un primer cuerpo polar, entonces este ovocito
secundario comienza la meiosis Il, siendo ovulado en la etapa de metafase Il. En la ovulacion,
el ovocito secundario abandona el foliculo ovarico, es captado por la fimbria y pasa al oviducto
a través del ostium, recorriendo pausadamente el primer segmento oviductal: el ampula, hasta
la unién con el segundo segmento: el istmo. En caso de ocurrir el apareamiento y depdsito
seminal, el ovocito puede entonces ser fecundado por el gameto masculino y completar asi la
meiosis Il, produciendo en consecuencia el segundo cuerpo polar e iniciando su recorrido por
el resto del oviducto, el proceso de desarrollo embrionario temprano, y al término pasara al
Utero donde se implantara y continuara su desarrollo fetal hasta ocurrir el nacimiento.

En caso de no haber fecundacion, por ausencia de apareamiento, semen, o algun otro
proceso reproductivo involucrado, el ovocito, que tiene caracteristicamente una vida media
corta (alrededor de 13 horas para el hamster) comenzara a envejecer y terminara por
degenerar siendo expulsado hacia el Gtero, vagina y de ahi al exterior comunmente a través
de la miccion (Tortora et al., 2006 y Liang et al., 2009). En el siguiente ciclo reproductivo la
hembra estara en la posibilidad de ovular otros ovocitos, para reintentar el proceso de

fecundacion (Croxatto, 2002).



2.2. Madurez sexual de la hembra hamster

El hamster Sirio Dorado (Mesocricetus auratus) es, dentro de las especies de mamiferos de
bioterio, la que tiene el menor tiempo de duracion de la gestacion con tan solo 16 dias. Al
igual que otros roedores, presenta precocidad para su madurez sexual. En la hembra hamster
Sirio Dorado, la madurez sexual ocurre a los 3 meses de edad, cuando alcanza un peso
promedio de 100 gramos. El ciclo estral en esta especie tiene una duracién de cuatro dias,
con un particular rapido desarrollo y regresion del cuerpo lateo (Magalhaes, 1970 y Centro de

Estudios Agropecuarios, 2001).

Se sabe que las hormonas gonadotrépicas hipofisiarias, de manera semejante a lo que ocurre
en otros mamiferos, regulan la maduracion y ovulacién de los foliculos ovéricos. Bivin et al.,
en 1987, sefalaron que el inicio del estro en el hamster ocurre durante las primeras 8 horas
de la ovulacion y que, al igual que en la rata y raton, es evidenciado por la conducta de
lordosis. Cuando el fotoperiodo controlado proporciona luz de las 6 am a las 6 pm, la
ovulacion ocurre de la media noche a la 1 am. El nimero promedio de ovocitos ovulados es
de 10, con un tamafio aproximado de 70 um de diametro y vida fértil maxima de 13 horas
(Hoosier y Mc Pherson, 1987).

Las hembras hdmster presentan pubertad hacia los 35 dias de edad. Cuando las hembras
estan en presencia de machos con capacidad fértil, las gestaciones suelen ocurrir al segundo
o tercer ciclo estral, dado que los primeros ciclos estrales tienden a ser silentes o
anovulatorios. El que esta especie tenga la posibilidad de gestar a edades tempranas, no
significa que ha alcanzado la madurez reproductiva, antes bien, este término ha sido utilizado
en situacion controlada de bioterio, en donde, si se retarda el momento de apareamiento y en
consecuencia de la gestacion hacia el tercer mes, asi la hembra tendra mejor rendimiento
reproductivo, prolificidad y tasa de sobrevivencia de las crias, razén por la cual en el manejo
intensivo de esta especie en situacion controlada de bioterio, se prefiere el primer
apareamiento de las hembras hamster al cumplir su tercer mes de vida (Centro de Estudios

Agropecuarios, 2001).



Desde el primer parto y hasta el quinto, la hembra hamster va aumentando el nimero de crias
al nacimiento y al destete, el cual ocurre a los 21 dias de edad. A partir del quinto parto la

prolificidad va mermando subsecuentemente (Magalhaes, 1970).

En el bioterio se tiene estimado que la vida media del hamster es de dos afios y en términos
comparativos convencionales se sugiere que cada dos semanas de vida de un hamster

equivalen a un afio de edad de un humano (Centro de Estudios Agropecuarios, 2001).

2.3. El transporte ovocitario oviductal

El oviducto de los mamiferos es un érgano tubular simple, con secrecion activa de fluidos que
proporcionan el entorno necesario e indispensable para la maduracion de los gametos, la
fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano (Anzaldua et al., 2003, Croxatto, 2002).

El transporte oviductal es fundamental para el paso de los ovocitos y los embriones hacia el
Gtero, ademas dicho transporte es altamente conservado entre diferentes especies de
mamiferos y se reconoce como un proceso fisiolégico sincronizado de manera muy precisa
(Croxatto, 2002).

A la vez que ocurre el desarrollo embrionario preimplantacional en el oviducto, el tejido uterino
se prepara para la implantacién, para lo cual existen numerosas sefiales moleculares
provenientes del ovocito, tejido oviductal y del ovario, que interactian de manera intensa para

entre todas ellas, lograr el éxito en la implantacion (Zhaojing et al., 2013).

Existen algunos factores que modifican este proceso fisiologico de transporte ovocitario por el
oviducto, entre los cuales figuran la edad avanzada de la hembra, la cual ocasiona que la
eficiencia en el proceso reproductivo disminuya (Vantman y Vega, 2010). Es por ello que
hembras de mamiferos de edades avanzadas tienden a tener menores tasas de eéxito
reproductivo. Dada la complejidad del proceso y la gran cantidad de factores involucrados, se
ha destacado que, a pesar de los grandes adelantos en el &rea médica que han permitido

incluso aumentar en mucho la expectativa de vida de los mamiferos, en contraparte, el reloj



reproductivo no ha podido ser modificado substancialmente, especialmente de las hembras,
aungue cabe aclarar que la reproduccidon asistida ha permitido grandes logros en casos

complejos de infertilidad (Vantman y Vega, 2010).

En el caso del hamster, el recorrido del ovocito por el primer segmento del oviducto (de la
fimbria a la unién ampulo-istmica), ocurre en aproximadamente 18 horas, que es semejante a
lo ocurrido en la rata y el ratdn. Sin embargo el recorrido por el segundo segmento (istmo)
hasta alcanzar la unién Utero-tubaria, lleva entre 72 y 96 horas, dependiendo de si son
transportados ovocitos o embriones (Croxatto y Ortiz, 1975). En el caso del transito por el
segundo segmento oviductal, en la rata es mas rapido para los ovocitos que para los
embriones, en tanto que en el hamster, de manera contraria el recorrido es mas rapido para
los embriones. Esto se ha explicado a través de la produccién mayor, en esta especie, del
Factor Activador de Plaquetas (PAF), que se ha demostrado que produce el embrién de
hamster, el cual es la sefial que favorece la contraccion peristéaltica de la musculatura lisa del
istmo, que a su vez permite el avance mas rapido de los embriones. Esta misma sefial (PAF),
esta involucrada en el paso de los embriones desde el istmo oviductal hacia el utero, por la
union Gtero-tubaria, razén por la cual el umbral del esfinter (en la regién Utero-tubaria), ha sido
relacionado con el contenido de PAF (Velasquez y Croxatto, 1995). Es importante mencionar
gue los embriones que producen mayor cantidad de PAF son los de 8 blastomeros y las

morulas (Figuras 2 y 3).

FIGURA 2 Ovario y segmento oviductal dentro de la bursa ovarica de hamster Sirio Dorado
(Mesocricetus auratus), se muestra también el tejido adiposo adyacente. Microscopio de
diseccion 70X.



FIGURA 3 Relacién anatémica del ovario, oviducto y Utero de hamster Sirio Dorado
(Mesocricetus auratus). Sobre el ovario, algunos cuerpos hemorragicos indican la ovulacién
reciente. Microscopio de diseccién 70X.

2.4. El espermatozoide

El espermatozoide es el gameto masculino, se forma mediante el proceso de division meibdtica
denominado espermatogénesis que esta controlada hormonalmente por el eje hipotalamo-
hipofisis-gonada. Esta formado por cabeza, pieza media y flagelo. Dentro de la cabeza esta el

nucleo, la vesicula acrosomal y un centriolo (Darszon et al., 2008).

El espermatozoide testicular que ha sufrido espermatogénesis y espermiogénesis, ha
comenzado a madurar desde el punto de vista morfolégico, pero no ha adquirido aun la
movilidad progresiva ni la capacidad fisiologica para fecundar al ovocito. En muchas especies,
la movilidad progresiva y la competencia de fecundacion se adquieren durante el transito
epididimal del espermatozoide, pero la capacidad de fecundacién completa in vivo, solo se
consigue dentro del tracto reproductor femenino durante un periodo determinado de tiempo.

Los eventos moleculares y fisiolégicos que confieren a los espermatozoides la capacidad de



fecundar durante su permanencia en el tracto femenino se conocen conjuntamente como

capacitacion (Visconti et al., 1998y Olivera et al., 2006).

2.5. Capacitacidén espermética y reaccion acrosomal

Para que el espermatozoide de mamifero pueda mostrar su habilidad de fecundacion debe
pasar inicialmente, como se ha mencionado, por un proceso de capacitacion, el cual lleva a
cambios importantes en la remodelacion de moléculas de su superficie que le permitiran hacer
altamente especificos los sitios de unién y prepararlo para otros cambios membranales
importantes, tales como la fusidon de la membrana acrosomal interna con la citoplasmica, lo
cual permitira a su vez, la liberacion de las enzimas acrosomales necesarias para dispersar
las células cumulus que rodean y protegen al ovocito, asi como digerir con enzimas
proteoliticas la zona peldcida e ir internalizandose hasta contactar con el citoplasma ovocitario

Yy, en su caso, realizar la fecundacién (Darszon et al., 2008).

El proceso de capacitacion espermatica se lleva a cabo en el interior del tracto reproductor
femenino en el tiempo en que el espermatozoide es trasladado, preferentemente de manera
pasiva, por mecanismos de movimiento del Utero y del oviducto. Gracias a una presion
negativa, movimiento muscular peristaltico o por el batimiento de las células ciliadas, viaja
desde donde ha sido depositado (fondo de vagina principalmente), hacia las zonas de
reservorios, como las criptas endometriales y pliegues oviductales, y de ahi hasta el sitio de

fecundacion (unién ampulo-istmica) (Olivera et al., 2006).

Durante el proceso de capacitacion espermética también ocurren cambios metabdlicos
importantes tales como, un aumento en el consumo de oxigeno y la redistribucion intracelular
del calcio (Olivera et al., 2006)

Ademas, en la capacitacion esperméatica se presentan cambios en el patrén de movimiento,
proceso conocido como hiperactivacion, es decir, un movimiento vigoroso y progresivo del

espermatozoide con coordinacién del batimiento flagelar que lo propulsa hacia adelante. Es
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importante mencionar que, cuando el espermatozoide se encuentra proximo al ovocito, este
movimiento es modificado hacia uno conocido como de estrella, en el cual el movimiento de
latigo o movimiento vigoroso de la pieza terminal hacia el final del flagelo, provoca el cambio
de direccion frecuente, dibujando con ello la forma de una estrella, teniendo por resultado
poco avance y mucho movimiento en el mismo sitio. Este movimiento facilita el encuentro con

el ovocito en la region oviductal ya sefialada (Darszon et al., 2008 y Suarez et al., 1992)

Cuando el espermatozoide es eyaculado, lo acompanfia el liquido seminal proveniente de las
glandulas sexuales accesorias tales como, prostata, bulbouretrales, seminales y, en su caso,
coagulantes. Estos componentes traen consigo moléculas descapacitantes para proteger al
espermatozoide frente a las condiciones inhdspitas en que sera recibido en el interior de la
vagina (Ej. pH é&cido). Ademas de que, cuando el espermatozoide inicia el proceso de
capacitacion y llega al estado de hiperactivacion, su vida media se acorta considerablemente,
en contraposicion, en tanto que permanezca en contacto con los factores descapacitantes del
liguido seminal o desprovisto de ellos pero no llegue a la hiperactivacion, su vida media puede

alargarse (Arenas et al., 2010 y Olivera et al., 2006).

Entre algunas de las moléculas importantes para la ocurrencia del proceso de capacitacion vy,
en especial, de la reaccion acrosomal en el entorno fisiologico oviductal, se encuentran la
progesterona y el calcio, que forman un gradiente de distribucion desde la parte proximal de
los ovarios y hasta el Gtero, siendo mas manifiesto a lo largo de los oviductos, en donde
ocurre principalmente el proceso de capacitacion e hiperactivacion del espermatozoide
(Olivera et al., 2006).

Dentro del oviducto, los movimientos musculares de la region del istmo estan coordinados
para orientar y facilitar el transito de los espermatozoides hacia la regién de la unién ampulo-
istmica, colaborando asi con el encuentro de los espermatozoides y el ovocito, el cual espera
en el esfinter de la region anteriormente mencionada, llevado hasta ahi basicamente por
movimientos ciliares de las células del interior del ampula, pero en mayor consideracion por el
flujo del liquido oviductal formado desde la bolsa ovarica (en los roedores) y la region mas

apical del ampula (Croxatto, 2002).
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[Il.- ANTECEDENTES

3.1. Cambios que ocurren con el envejecimiento de los ovocitos

El tiempo estimado de viabilidad para la fecundacion eficiente de un ovocito a partir de la
ovulacion, va de 12 horas para el raton (Liang et al., 2009), 13 horas en hamster Sirio Dorado
( Hoosier Van y Mc Pherson, 1987), 14 horas en rata, y un poco mas de 24 horas en mono
Rhesus y en humano (Austin, 1974). Después del tiempo mencionado, los ovocitos en
condiciones in vivo e in vitro que no fueron fecundados, pasan por un proceso en el que la
calidad de ambos se ve afectada debido a un deterioro, este proceso es llamado
“‘envejecimiento del ovocito” (Liang et al., 2009 y Takahashi et al., 2013). Tomando en cuenta
gue el envejecimiento tanto in vivo e in vitro de los ovocitos post-ovulados esta asociado a
cambios en varias vias moleculares involucradas en mecanismos de sefializacion
intracelulares, éstos comparten propiedades que a continuacién se describen (Takahashi et
al., 2013).

3.1.1. Cambios morfolégicos del ovocito

Se ha observado que los ovocitos envejecidos tienen cambios en la estructura del oolema,
mostrando un espacio perivitelino grande, un, endurecimiento y distension de la zona
pellcida, desplazamiento periférico de los granulos corticales provocando exocitosis parcial
de éstos. La distribucion caracteristica de los lisosomas periférica y distante de los
cromosomas, permite diferenciar ovocitos normales o viables de los envejecidos que tienen
una distribucién de lisosomas agregada preferentemente cerca de los cromosomas (Figura 4)
(Liang et al., 2009 y Takahashi et al., 2013).
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FIGURA 4 Ovaocitos recién ovulados (viables) en comparacion con ovocitos envejecidos de
ratona, que muestran la distribucion de los granulos corticales (verde) opuestos a la posicion
de los cromosomas (rojo). En A) la posicién correcta de los granulos corticales en ovocitos
viables, B) y C) Se observa la distribucion anormal de los granulos corticales cerca de los
cromosomas en los ovocitos envejecidos (Tomado de Liang et al., 2009).

Por otro lado, se ha sefialado que los ovocitos envejecidos presentan la formacion de
pequefios complejos de vesiculas en las mitocondrias. También se ha reportado que el
potencial de membrana mitocondrial disminuye, dando lugar a la inflamacion de la matriz
mitocondrial. También ocurre el desplazamiento y la degeneracion del primer cuerpo polar,
aumentando la distancia entre éste y el huso meiético (Liang et al., 2009 y Takahashi et al.,
2013). Cabe recordar que el huso meidtico es una estructura celular muy importante para
asegurar la distribucion cromosomal normal.

El envejecimiento de los ovocitos causa un rompimiento y pérdida de la agrupacién del huso
meiético en animales experimentales y en humanos. Los microtubulos gradualmente son
separados del huso meidtico. Estos cambios llevan a la separacion prematura de los
cromosomas, proceso que esta fuertemente asociado con problemas de aneuploidia
(Takahashi et al., 2013).

En la Figura 5 se resumen los principales cambios morfoldgicos y celulares que tienen lugar

durante el envejecimiento del ovocito.
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FIGURA 5 A) Caracteristicas de un ovocito recién ovulado. B) cambios morfologicos y
celulares en el ovocito después de 12 horas de haber sido liberado hacia el oviducto
(Modificado de Liang et al., 2009).

Se ha relacionado a la mitocondria con los cambios celulares ocurridos durante el proceso de
envejecimiento, en virtud a modificaciones en el proceso de generacion de especies reactivas
de oxigeno (ERO). Ademas, como parte de estos cambios esta el desbalance mitocondrial, es
decir, la modificacién en el patron del proceso de fusion vy fision mitocondrial. Asi, se forman
de manera anormal mitocondrias extremadamente grandes o demasiado pequeiias, las cuales
poseen una actividad metabdlica deficiente, teniendo en consecuencia un aumento en la
produccion de ERO, ademas de una disminucion en el potencial de membrana mitocondrial
con pérdida de homeostasis del calcio y liberacién de moléculas apoptogénicas (Simons et al.,
2009).

Cabe hacer mencion que, las ERO son moléculas con un electrén desapareado y por ello
tienen alta capacidad de reaccionar para procurar completar el electrén faltante, el cual
sustraen avidamente de otra molécula préxima y disponible, generando con ello una reaccion
en cascada con consecuencias en las moléculas que permanecen inestables por esta
condicion de electrones desapareados. Entre las ERO mas importantes se encuentra el anion

o radical superoxido (O, ) y el radical hidroxilo (OH"). En tanto que el peréxido de hidrégeno
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(H202) no es un radical libre como tal, aunque si es un importante generador de ellos
(Dominguez 2010).

El (O27) es la primer ERO que se produce en la mitocondria, producto de la reduccion del O,
por el electron desapareado, luego con la superdxido dismutasa Il 0 de manganeso, presente
en la matriz mitocondrial, o por la superoxido dismutasa I, que contiene Cobre-Zinc, presente
en el espacio intermembranal. Dicho radical sera transformado en H,O, que, como ya se
menciond, por no ser un ERO es mucho mas estable que el anterior, éste puede facilmente
atravesar las membranas de la mitocondria o ser transportado por aquaporinas. El H,0,
puede ser eliminado por enzimas antioxidantes en el citosol, tales como las catalasas,
peroxidasas y tiorredoxinas, o afectar vias de sefalizacion como segundo mensajero,
afectando vias de transduccion de sefales involucradas en la regulacion del ciclo celular,
capacidad de respuesta al estrés, balance redox y posiblemente otras mas. EI H,O, puede, en
presencia de metales, participar de la reaccion de Fenton, donde el resultado sera la
formacion de otro ERO, el (OH") (Kowaltowski et al., 2009).

3.1.2. Cambios nucleares del ovocito

En la siguiente Figura (Fig. 6), en el panel B1 se muestra la alineacion normal de los
cromosomas, la cual es comparada con las alteraciones que llegan a presentarse en el huso
mitdtico durante el proceso de envejecimiento ovocitario. Se observan los tipos de
desplazamiento del huso mitético (descrito en los siguientes incisos) ocasionando la
desalineacion de los cromosomas (Liang et al., 2009).
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FIGURA 6 Cambios que presentan los cromosomas de los ovocitos después del tiempo
optimo de fecundacion. B1) Cromosomas con alineacion normal. B2) Huso tripolar. B3) El
huso esta altamente desorganizado con centrosomas y cromosomas dispersos. B4) El huso
estd irregular con tubulina densa, con la cromatina unida a los bordes exteriores del huso en
forma de rosetas. B5) Huso multipolar (Liang et al., 2009).

Fissore et al. (2002) sefalaron que, los ovocitos envejecidos de ratona, muestran
caracteristicas anormales morfolégicas como son, la desaparicion de la zona de

microfilamentos sobre el huso meidtico y la desorganizacion de la cromatina.

3.1.3. Cambios bioquimicos y moleculares asociados a apoptosis en ovocitos

Los cambios antes mencionados que ocurren en ovocitos post-ovulados, parecen ser
consecuencia de la disminucion de las actividades del Factor Promotor de Maduracion (siglas
en inglés MPF) y de la Proteina Cinasa Activada por Mitdgenos (Siglas en inglés MAPK).
Dichos cambios se presentan mas rapido en el oviducto in vivo que lo que ocurren en
condiciones in vitro. Este deterioro progresivo lleva a la fragmentacion del ooplasma en
ausencia de la fecundacion. Cambios morfolégicos como éste fueron observados por Takase
et al. 1995, quienes mostraron mediante cultivos de ovocitos no fecundados de ratona

mantenidos durante amplios periodos, que éstos experimentan fragmentacion citoplasmica,
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acompafados por fragmentacion del ADN. Evidenciado mediante la técnica de TUNEL
(Terminal Transferase DUTP Nick End Labelling) (TdT), mostrando signos clasicos de muerte

celular programada o apoptosis.

Takahashi et al. (2013) mencionan que, hay cambios en la disminucion de los niveles
intracitoplasméatico de glutatiéon (GSH), disminuyendo la funcion de proteccién de ovocitos en
el dafilo que sufren por las especies reactivas de oxigeno (ERO). Ademas de que existe un
aumento del nivel de peroxidacion lipidica (indicador del grado de estrés oxidativo), en
ovocitos de raton in vivo. Inclusive reportaron una disminucion del nivel intracitoplasmatico de
ATP. Los mismos autores mencionaron ademas que, hay una disminucion de la expresion de
BCL-2, (proteina antiapoptética), alteracion que ocurre en ovocitos de ratona tanto in vivo
como in vitro. Aunado a esto, se ha reportado que los ovocitos de ratona expresan varias
caspasas, proteasas responsables del desmantelamiento de las células, ademas varios de los
miembros anti y pro-apoptoticos que son miembros de la familia de genes BCL2 y del linfoma
celular B2 (Fissore et al., 2002).

BCL2 es una familia de proteinas reguladores clave del proceso de apoptosis, las cuales
ejercen su funcion a nivel mitocondrial mediante la regulacion de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial externa. La mayoria de las proteinas de la familia BCL2 poseen un
dominio transmembranal C-terminal (TM), lo que permite su anclaje en las membranas
mitocondriales, asi como a las membranas de otros organelos celulares tales como, el reticulo
endoplasmico (ER) y la envoltura nuclear. Se han encontrado varios miembros de la familia
BCL2 que se expresan en ovocitos de mamiferos (Boumela et al., 2011). Estos miembros anti-
apoptéticos actian bloqueando la liberacion de citocromo C, un componente de la cadena
respiratoria mitocondrial, que induce la activacion de caspasas cuando se libera en el citosol,
mientras que los miembros pro-apoptéticos de la familia promueven la liberaciébn de este

factor (citocromo C) (Fissore et al., 2002).

Ya que han ocurrido los cambios celulares moleculares y bioquimicos en los ovocitos

envejecidos post-ovulados no fecundados, entonces, son sometidos a la fragmentacion
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citoplasmatica espontanea. Takahashi et al. (2013), proponen que estas células estan

predispuestas a presentar apoptosis debido a la disminucién de la expresién de BCL-2.

3.2. Ovocitos Degenerados

Parkening en 1976, reportdé la presencia de ovocitos degenerados junto con embriones
preimplantados, presentes en el ampula oviductal, en la mafiana de la ovulacion en hembras
multiparas de hamster Sirio Dorado, asi como en ratonas senescentes. Dicho autor observo
gue el vitelo de todos los ovocitos degenerados de estos roedores estaban en un estado
avanzado de deterioro, mostrando una zona pellcida integra y aumentada en su tamafio,
ademas de encontrar al ovocito en diferentes etapas de fragmentacion, los cuales fueron mas
facilmente identificados debido a que estaban rodeados de células cumulus. Posteriormente
estas células fueron removidas con hialuronidasa y se determiné que dichos ovocitos habian
sido ovulados en varios ciclos estrales anteriores y que no fueron fertilizados (Figuras 7'y 8).

FIGURA 7 Ovocitos degenerados recuperados del ampula (lado izquerdo) e istmo (lado
derecho), de oviducto de hembra hamster Sirio Dorado senescente, en la mafiana de la

ovulacion. Microscopio de Nomarski a 225X. (Parkening, 1976).
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FIGURA 8 Ovovictos degenerados recuperados de cuernos uterinos de hamster senescente,
a los tres dias de prefiez. Microscopio de Nomarski a 225X. (Parkening, 1976).

Posteriormente, Rasweiler en 1979 reporté haber encontrado en los oviductos de hembras
murciélago (Glossophaga soricina), ovocitos en la zona del ampula, con caracteristicamente

una zona peldcida intacta y en su interior sélo detritos celulares.

Estos ovocitos retenidos en los oviductos habian sido ovulados en anteriores ciclos
reproductivos no fértiles y fueron clasificados como ovocitos degenerados. El nimero de éstos
dentro del oviducto varié de 0 a 4 y parecian estar en diferentes etapas de degeneracion, por
lo que se sugiri6 que habian sido ovulados en diferentes momentos, en especial porque esta
especie de murciélago solo ovula un ovocito por ciclo. En algunas hembras murciélago en las
gue encontraron blastocistos implantados, se observé también la presencia de ovocitos
degenerados dentro del oviducto, a través de los cuales el embrion habia pasado, lo que
indicd que los oviductos en esta especie podian distinguir de alguna manera, entre embriones
sanos y ovocitos muertos o una zona pelicida vacia, para permitir el paso de los primeros y
retener a los segundos. Ademas, se establecidé que los oviductos eran funcionalmente

normales.
Dado que los ovocitos degenerados solo se han encontrado en hembras hamster y ratones de

edades avanzadas, Rasweiler (1979) sugiri6 que este fendbmeno de retencion puede ser el
resultado de desbalances en los mecanismos de sefalizacion para el transporte ovocitario
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oviductal o deficiencias hormonales propias de edades avanzadas de las hembras y que

repercuten en el correcto funcionamiento oviductal.

3.3. Presencia simultanea de ovocitos degenerados con ovocitos viables

Como se ha visto, la etapa de envejecimiento ovocitario precede a la de degeneracion, en
esta ultima se ha descrito fragmentacion celular, nuclear y la distension de la zona pellcida.
Este tipo de ovocitos (degenerados), se distinguen facilmente de los ovocitos viables. En la

siguiente Figura (Fig. 9) se muestran estos dos tipos celulares.

Ovocitos
viables

Ovocito
degenerado

FIGURA 9: Ovocito degenerado con el citoplasma extruido y la zona pelucida de mayor
diametro (izquierda): Ovaocitos viables (el inferior con un cuerpo polar), obtenidos por lavado
del oviducto de una hembra hamster adulta de edad avanzada (mayor de 8 meses) y en estro
(derecha). Microscopio Invertido 200X.

Los ovocitos envejecidos y degenerados, seran desalojados del oviducto por los movimientos
de las células ciliadas y los fluidos propios de ese conducto (Ambriz et al., 2013). Es decir
gue, aquellos ovocitos que no hayan sido fecundados, comenzaran su proceso de
envejecimiento y degeneracion y en condiciones fisioldgicas, seran expulsados del oviducto,

permitiendo, en las siguientes ovulaciones que los ovocitos viables ocupen su lugar.
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En el laboratorio de Reproduccion Animal Asistida de la UAMI, se han estudiado desde hace
tiempo, los efectos de la edad avanzada de las hembras hamster sobre la reproduccion. Asi,
se ha reportado que en hembras de hamster Sirio Dorado adultas (mayores a 8 meses de
edad) ocurre un retraso y una asincronia en el desarrollo embrionario, lo cual es contrario a lo
observado en hembras jévenes (2 meses de edad) en las que sus embriones se desarrollan
sincrénicamente (Trejo et al., 2005 y 2008). También se ha observado que, en oviductos de
hembras hamster adultas nuliparas de 8 meses de edad, existen ovocitos degenerados
provenientes de ovulaciones previas, los cuales permanecen en el tracto oviductal en
presencia simultanea con ovocitos viables de la ovulacion reciente. Es decir, en estas
hembras de edad avanzada, de manera aun poco clara, los ovocitos que no fueron
fecundados no son expulsados del oviducto, sino que son acumulados durante mas de un
ciclo estral (Ambriz et al., 2013).

3.4. Quimiotaxis espermatica

En mamiferos se ha demostrado que tanto el liquido folicular, como los ovocitos, producen
sustancias capaces de atraer a los espermatozoides favoreciendo su transporte, capacitacion
y poder fecundante. Entre las sustancias quimioatrayentes involucradas se sefiala al liquido
folicular, el péptido atrial natriurético, la heparina, la epinefrina, la adrenalina, la oxitocina, la
calcitonina, la acetilcolina, el RANTES (Quimiocin Regulador en Activacion Normal T
Expresado y Secretado), la progesterona, el estradiol, el Factor Activador de Plaguetas (PAF),
el 6xido nitrico y las glicoproteinas que conforman la zona pellcida (Barros et al., 1996 y
GOmez, 2004).

La quimiotaxis ha sido ampliamente demostrada en especies animales de fecundacion
externa, ademas de otras de fecundacion interna tales como, humanos, ratones, conejos,
cerdos (Zhaojing et al.,, 2013) y caballos (Navarro et al., 1998). Sin embargo, no debe
soslayarse que la quimitotaxis de los espermatozoides hacia los ovocitos en mamiferos, es
aun considerado un tema controversial (Lan et al., 2010). Basicamente por dos cuestiones, la

primera por el hecho de que el depdsito seminal es realizado en el interior del tracto
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reproductor femenino y la segunda por la complejidad de los sistemas empleados para su

estudio y validacion (Gomez, 2004).

A este respecto, la progesterona ha sido ampliamente estudiada, la cual es liberada durante la
ovulacion que esta presente en el liquido folicular y es uno de los factores quimiotacticos
potenciales que induce el aumento de la concentracién intracelular de calcio y el movimiento
flagelar de los espermatozoides (Coy et al., 2012). Ademas de activar la proteina G que se
acopla con los receptores que conducen a la activacion de la membrana espermatica por la
adenilato ciclasa y el flujo de Ca?* (Zhaojing et al., 2013). Cabe mencionar que también se ha
utilizado el término quimioactivacion para definir no solo la posibilidad de que una célula
responda a la atraccién de alguna molécula, sino que ésta active parte de los mecanismos
moviles involucrados del espermatozoide y que, a partir de ellos, pueda aproximarse con
mayor fuerza e intensidad al punto de emisién de la molécula o centro de atraccion (Lan et al.,
2010). Ademas de la quimoatraccion y quimocinesis, se sefiala al fenomeno de atrapamiento
como importante en los mecanismos de regulacion de atraccién espermatica por sefales
hacia el ovocito. Dicho atrapamiento es la acumulacion de espermatozoides en reservorios o
regiones especificas del tracto reproductor femenino (Gomez, 2004). Los tres procesos son de
gran relevancia dado que, aproximadamente del 10 al 12% de los espermatozoides de un
eyaculado, son sensibles a ellos y, ademas, ocurren de manera continua, es decir, poco a

poco la poblacién espermatica va siendo sensible a los estimulos (Gémez, 2004).

Cuando los ovocitos comienzan su proceso de envejecimiento, ocurren diversos cambios
moleculares y celulares como son la disminucion de proteinas anti apoptoticas BCL-2, la
funciébn mitocondrial, cambios en la zona pellcida, cambios en el cuerpo polar, asi como a
nivel nuclear. Debido a estos cambios, hay un aumento en la produccion de Especies
Reactivas de Oxigeno (ERO) que se va exteriorizando. Respecto a esto, se sabe, en
contraparte que, los espermatozoides necesitan de la presencia de ERO en el aparato
reproductor femenino para su adecuada capacitacion (Fissore et, al. 2002). Por lo que se

piensa que las concentraciones secretadas de ERO por los ovocitos degenerados (OD),
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posiblemente pueden contribuir al movimiento de los espermatozoides induciendo cambios
bioquimicos, promoviendo la capacitacion, ocasionando un aumento en la movilidad y
sensibilidad para alcanzar la reaccion acrosomal. También se piensa que la presencia en el
oviducto de ovocitos con zonas pellucidas, puede servir como atrayente de los
espermatozoides, es decir que, los componentes estructurales de los ovocitos pueden generar
la respuesta de atraccion, como sefalan Ito et al., en 1991, cuando demostraron que la
cantidad de espermatozoides que llegan al sitio de fecundacion en el oviducto de hembras
hamster, tiene relacion directa con el nimero de ovocitos presentes y sefales emitidas por

ellos.

El papel de la quimiotaxis o0 algun otro proceso de atraccidon espermatica in vivo, ha sido dificil
de demostrar, quedando aun la especulacion sobre si el proceso de fecundacion obedece
mas a un efecto de colision por azar o si en realidad existe un proceso de comunicacion entre
el ovocito y el espermatozoide, antes de su unién por medio de sefiales bioquimicas que,

permitan la seleccion de gametos 6ptimos para la fecundacion (Gémez, 2004).

La contraccién del oviducto mueve liquidos desde el istmo hacia el ampula y la sensibilidad
del espermatozoide capacitado aumenta la posibilidad de que, in vivo la actividad
guimiotactica no sea ejercida en muchos espermatozoides sino en una poblacion selectiva
(Eisenbach, 1999).

El sitio preciso en que este proceso ocurre en el oviducto de los mamiferos no estéa claro, pero
hay evidencias de que solo los espermatozoides capacitados son liberados desde el istmo
hacia el &mpula, esto puede ser significativo debido al pequefio nUmero de espermatozoides
gue son liberados desde el sitio de almacenamiento. En este lugar parecen estar atrapados
por los pliegues de la mucosa oviductal o adheridos al epitelio, de manera que debe existir un
mecanismo o una sefial que los libere 0 que ejerza una atraccion como la quimiotactica
(Gémez, 2004).

Sin embargo, el oviducto presenta movimientos contractiles que parecen mover el fluido
folicular en direccion contraria al transporte del fluido oviductal. También el transporte
espermatico depende de los movimientos ciliares, aqui es poco probable que haya un

gradiente quimico, asi que la quimiotaxis puede suceder en la proximidad del ovocito, por lo
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gue es probable que el gradiente se produzca dentro de las células del cumulus (Gémez,
2004). Estas células secretan in vitro substancias que modifican el patron de movilidad
espermética, preferentemente con patrones erraticos o de estrella y, cuando fueron retiradas
las células cumulus, el patron de movimiento fue direccional y también ocurri6 un

atrapamiento selectivo por las células del cimulus.

Asi, el proceso de quimiotaxis parece ser un proceso que solo ocurre en la vecindad del
ovocito y que sean las células del camulus las que formen un gradiente, ya que solamente
espermatozoides capacitados penetran estas células, o que el ovocito sea el que secrete el
atrayente, o que ambos fluidos, el folicular y el oviductal, sean guimiotacticamente activos
(Goémez, 2004).

Como se ha mencionado previamente, la presencia simultanea de ovocitos degenerados y
viables en el oviducto de hembras hamster de edad avanzada, podria tener un efecto benéfico
para la atraccion de espermatozoides y posterior fecundacion de los ovocitos viables, para
compensar la baja eficiencia reproductiva caracteristica de las hembras en edad avanzada
(senescentes), lo que ocasiona que los ovocitos envejecidos o0 degenerados, no sean

desalojados como lo haria el oviducto de una hembra joven.
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IV.- JUSTIFICACION

La presencia simultanea de ovocitos viables y ovocitos degenerados dentro del oviducto de
hembras hamster de edad avanzada (mayores de 8 meses de edad), sugiere la posibilidad de
qgue los ovocitos degenerados contribuyan a la fecundacion de los ovocitos viables. Es
probable que el material citoplasmico extruido o la zona pelicida de estos ovocitos
degenerados, actien como atrayentes o activadores de los espermatozoides, hacia la region
oviductal donde ocurre la fecundacioén y donde aguardan los ovocitos viables. Este trabajo de
tesis es pionero en la temética, pues después de hacer una exhaustiva revision de la literatura
especializada, solo se menciona que en sistemas de maduracion in vitro de ovocitos, hay
ovocitos que degeneran, en tanto que otros alcanzan su maduracion, pero no se explica el
significado fisiologico de la presencia de los ovocitos degenerados simultaneos a los ovocitos

viables, en oviductos de hembras en edad avanzada.
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V. HIPOTESIS

Los ovocitos degenerados presentes en la region ampulo-istmica del oviducto de hembras
hamster Sirio Dorado nuliparas mayores de 8 meses de edad, pueden atraer o favorecer la
llegada de los espermatozoides, contribuyendo asi en la fecundacion de ovocitos viables.

VI. OBJETIVOS

General

Determinar el posible efecto de los ovocitos degenerados sobre los espermatozoides en un
sistema in vitro, en el hamster Sirio Dorado.

Especificos
1.- Estandarizar el sistema de camara de microcanal para el estudio de atraccion de los

espermatozoides hacia los ovocitos.
2.- Comprobar si la presencia de ovocitos degenerados tiene efecto sobre la atraccion de los

espermatozoides y compararlo con el que tendrian los ovocitos viables.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1. Animales

Se utilizaron 28 hembras de hdmster Sirio Dorado adultas, de 8 a 12 meses de edad, con un
peso promedio de 179 + 11 gr, a las cuales desde los 2 meses de edad se les reviso la
estricta regularidad de sus ciclos estrales, a través de la observacion de la ocurrencia de la
secrecion vaginal postovulatoria, la cual se presenté cada 4 dias. Ademas, se utilizaron 32

machos de fertilidad comprobada de 132 + 16 gr de peso promedio y de 4 a 6 meses de edad.

7.2. Condiciones de bioterio

Las hembras fueron colocadas en grupos de 6 individuos en cajas de acrilico (32 x 40 x 22
cm), con cama sanitaria que se cambid dos veces a la semana, con agua y alimento
peletizado a libertad. La permanencia en el grupo fue desde el momento del destete y hasta
que fueron utilizadas. El bioterio conservé una temperatura promedio de 26°C. El cuarto de
alojamiento de los hamsteres permanecié con un fotoperiodo de 14 horas luz (4 am a 6 pm)
por 10 horas de oscuridad. Los machos permanecieron en grupos de 6 individuos y fueron
mantenidos en las condiciones ya descritas. Estos machos fueron utilizados también en la
colonia de reproduccion para comprobar su fertilidad, con un periodo minimo de 7 dias de

abstinencia para utilizarlos en el presente experimento.

7.3. Obtencidon de ovocitos

En la tarde del estro, las hembras fueron sacrificadas por dislocacién cervical (protocolo
aprobado por Comision de Etica de la Division Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la UAM-
Iztapalapa). Posteriormente, mediante diseccion con abordaje por la linea media se obtuvieron
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los ovarios y oviductos. Se realizo la perfusion de cada uno de los oviductos desde la fimbria
con 1ml de medio HTF (Human Tubal Fluid, In Vitro S, A.), suplementado con 0.3% de BSA
(Bovine Serum Albumin, Sigma) bajo el microscopio estereoscépico, en caja de poliestireno
de 4 pozos Nunc y con la ayuda de una jeringa de insulina con aguja calibre 29, ésta ultima
sin bicel y con un angulo de 45° en la punta. Los ovocitos viables y degenerados (Figuras 10 y
11) fueron colectados y lavados con medio fresco suplementado (HTFs) por tres ocasiones,
utilizando una pipeta Pasteur de punta alargada a la cual se le conectdé una manguera de hule

y una boquilla.

FIGURA 10 Ovocitos viables y ovocitos degenerados obtenidos de una hembra hamster
adulta. Microscopio de diseccion a 70X.

FIGURA 11 Ovocitos viables y ovocitos degenerados obtenidos de hembra hamster adulta a
mayor amento. Microscopio invertido a 200X.
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7.4 Depdsito de ovocitos en camaras de microcanal

Se colocaron los ovocitos en las camaras de microcanal para la migracion espermatica. Estas
fueron elaboradas en el Taller de Mantenimiento (Torno) de la UAM lztapalapa (Figura 12)
utilizando como soporte una base de acrilico de 0.5 pulgadas de espesor y excavada con
fresa de 3 mm de diametro a una profundidad de 2mm. Los brazos (canales) de salida con
una longitud de 5.8 mm, el canal de entrada de 9.4 mm de longitud y un diametro de 3.2 mm
(Figura 13). Se tom6 como base para el disefio una adaptacion de las camaras construidas
por Xie et al. (2010). Las camaras fueron lavadas antes de cada experimento con agua

destilada y posteriormente fueron secadas.

FIGURA 12 Se observan tres camaras de microcanal en forma de “Y” elaboradas en UAMI,
dispuestas para su llenado.

FIGURA 13 Medidas de las camaras de microcanal elaboradas en la UAMI.
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DISENO EXPERIMENTAL

Se colocaron 4 ovocitos viables (OV) o 4 ovocitos degenerados (OD) en cada uno de los
pozos de salida, considerando para ello la probable cantidad de ovocitos que tendria una
hembra hamster adulta en cada uno de sus oviductos (Parkening 1976). También se dejaron
pozos sin ovocitos para comparar la migracion espermatica sin esa variable (Figura 14),

alternando aleatoriamente los siguientes tratamientos:

Experimento 1 Ovocitos Viables vs Ovocitos Degenerados
Pozo A 4 Ovocitos Viables
Pozo B 4 Ovocitos Degenerados
Pozo A 4 Ovocitos Degenerados
Pozo B 4 Ovocitos Viables
Experimento 2 Ovocitos Viables vs Sin Ovocitos
Pozo A 4 Ovocitos Viables
Pozo B Sin Ovocitos
Pozo A Sin Ovocitos
Pozo B 4 Ovocitos Viables
Experimento 3 Ovocitos Degenerados vs sin Ovocitos
Pozo A 4 Ovocitos Degenerados
Pozo B Sin Ovocitos
Pozo A Sin Ovocitos
Pozo B 4 Ovocitos Degenerados

Las camaras de microcanal a su vez fueron colocadas dentro de una camara himeda

conformada por una caja Petri de vidrio de 10 cm de diametro, dentro de la cual se colocé en
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su base una toalla sanita humedecida con agua destilada y fueron incubadas por 2 horas (Sun
F. et al.2005) 37°C y 5% de CO, (Figura 15) para condicionamiento del medio y en su caso
dispersion de sefales en gradiente. La posicion de las camaras microcanal con los distintos
tratamientos (tipos de ovocitos o sin ellos colocados en pozos A y B) fue alternada, en el
interior de la incubadora. Durante su colocacion en las camaras de microcanal, los ovocitos
fueron observados bajo microscopio de diseccion Olympus SZ61, colocandolos en 2 pl de
medio HTFs.

FIGURA 14 Se sefala con circulo azul los pozos de entrada A y B donde se colocaron
ovocitos viables, degenerados o sin ellos de manera alterna.

FIGURA 15 Camaras de microcanal colocadas en el interior de cajas Petri.

Se efectuaron 8 repeticiones de cada tratamiento.
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7.5. Obtencién de espermatozoides epididimarios

Cuando los OD y OV cumplieron una hora de incubacion en las camaras de microcanal, se
sacrifico por dislocacion cervical un macho hamster Sirio Dorado de 4 a 6 meses de edad, de
fertilidad comprobada. Se disecé la regién escrotal para exponer los testiculos y epididimos.
Mediante una biopsia del epididimo, se obtuvieron dos muestras pequefias de tejido
(aproximadamente un octavo del total de la masa de la cola del epididimo) y fueron colocadas
de forma independiente en dos tubos Eppendorf con 1 ml de HTFs e incubadas a 37°C y 5%
CO,, para permitir el libre nado de los espermatozoides al exterior del tejido epididimario (Xie
etal., 2010 y Takase et al., 1995).

7.6. Evaluacion espermatica

A los 30 minutos de incubacion de los tubos Eppendorf, se verifico la capacitacion
espermatica a través del patron de movimiento hiperactivo. Ademas, se evalud la muestra
espermédtica en uno de los tubos, considerando para ello la movilidad masal, la movilidad
individual, la viabilidad y la concentracion espermética. Para la movilidad masal se colocaron 5
pl de la muestra espermatica sobre un portaobjetos limpio y atemperado y se observo de
inmediato al microscopio de luz en aumento de 20X, percibiendo, en su caso, la formacion de
remolinos o la manifestacion de corrientes y calificando de manera subjetiva con valores en
multiplos de 5, el porcentaje de movimiento observado. Asi, el movimiento moderado se
calificé con 20-40%, uno considerable 40-60% vy, uno excelente 70-90% (Manual de la OMS).
Para la movilidad individual se colocaron 5 pl de la muestra espermatica sobre un portaobjetos
atemperado y se colocé una gota de 5ul de medio HTFs con una separacion de 2 a4 mm a la
gota de la muestra espermética. Con ayuda de una aguja calibre 29, se hizo un corrimiento
desde la gota con espermatozoides hacia la del medio (dilucion arbitraria) y se colocé bajo el
microscopio Optico a 20X (Rossbach) para contar de manera diferenciada, los
espermatozoides que se movian de los que no lo hacian. El porcentaje obtenido de esta
observacion, fue el resultado de la movilidad individual. Para la determinacion de viabilidad se
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colocaron 5 ul de la muestra espermatica a la orilla de un portaobjetos limpio y atemperado,
asi como 5 pl de solucion de Eosina (1%) Nigrosina (5%), se homogenizaron con ayuda de
una aguja y con otro portaobjetos limpio se hizo un frotis, el cual fue fijado al calor de la flama
del mechero cuidando no exceder la temperatura para lo cual se froté con frecuencia en la piel
de la mano. Finalmente en el microscopio de luz a 20X (Rossbach), se contaron 200
espermatozoides, diferenciando vivos (claros) de muertos (oscuro) y determinando su
porcentaje. Para la determinacion de la concentracion espermatica se utilizd una pipeta de
Thoma para dilucion de glébulos rojos y se llend hasta la marca de 0.1 con la muestra
espermatica del tubo Eppendorf, posteriormente se termind de llenar la pipeta con agua
destilada hasta la marca de 101, para obtener asi una dilucion 1:200. Se movié intensamente
el agitador de la burbuja de la pipeta de Thoma durante 1 minuto, se desecharon las primeras
10 gotas de la pipeta soplando con una manguera y una boquilla y posteriormente se llenaron
las cadmaras del hematocitbmetro o camara de Neubauer. Bajo el microscopio de luz a
aumento de 20X (Rossbach), se contaron 5 cuadros grandes de los 25 posibles en cada una
de las camaras, se promediéo el valor obtenido y el resultado se multiplicé por 10,
estableciendo asi el valor en millones de células espermaticas por mililitro de muestra

espermatica contenida en el tubo Eppendorf (Zhaojing et al., 2013).

7.7. Dep6sito de espermatozoides en camara de microcanal

Para llenar las camaras de microcanal, solo se utilizaron aquellas muestras, procedentes del
tubo Eppendorf con espermatozoides de movilidad mayor al 70% y concentraciébn minima de
150 millones de espermatozoides por ml. El otro tubo Eppendorf fue centrifugado a 552 g
durante 3 minutos y se tomaron 45 pl del sobrenadante para llenar las camaras de microcanal.
A las 2 horas de incubacion de los ovocitos (condicionamiento del medio), se colocé en el
pozo de entrada una muestra esperméatica de 2 ul conteniendo 140,000 espermatozoides,
como se observa en la Figura 16 (Xie et al., 2010).
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FIGURA 16 En la cAmara de microcanal 3 se sefiala con circulo negro el pozo de
entrada donde se colocaron los espermazoides capacitados.

7.8. Conteo de espermatozoides en pozos de salida de la camara de microcanal

Una vez colocados los ovocitos (OD, OV, o sin ellos) en los pozos A 'y B y los
espermatozoides capacitados en el pozo C, las camaras de microcanal permanecieron
durante 15 minutos (37°C y 5% CQO,).en incubacion, al cabo de los cuales se coloco la camara
bajo el microscopio estereoscoOpico Carl Size Modelo Stemi-DV4. Se tomaron 2 ul de los
pozos A y B con una pipeta de volumen variable y puntas independientes en un portaobjetos
para determinar y cuantificar la presencia de los espermatozoides, observando bajo el
microscopio Optico a 20X Rossbach Modelo 375. Estos conteos fueron realizados

simultaneamente por dos personas.

7.9. Andlisis estadistico

Los resultados del conteo de espermatozoides en cada pozo de salida (A o B), fueron
comparados con la prueba paramétrica, t-Student, considerando diferencias significativas a
P<0.05 utilizando el paguete NCSS de 2007.
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VIIl. RESULTADOS

8.1. Obtenciéon de ovocitos

La obtencion de ovocitos de hembras hamster, se realizé de las 2 a las 4 pm del dia de la
secrecién vaginal postovulatoria. Con ello se logré que los ovocitos estuvieran libres de
células cumulus para facilitar su identificacion y manipulacion, y para colocarlos en los pozos

de la camara de microcanal.

El 82% (n=23) de las hembras hamster, tuvieron simultdneamente ovocitos viables y
degenerados en sus oviductos, en tanto que el restante 18% (n=5 hembras), solo presento
ovocitos viables (Figura 17). La perfusion del oviducto se realiz6 desde la fimbria hacia la
unién utero tubaria sin distinguir el segmento oviductal en donde se encontraban almacenados

los ovocitos viables y degenerados.

Figura 17. Porcentaje de hembras hamster con
presencia simultanea de ovocitos viables y degenerados
en el oviducto.

W Con Viables y
Degenerados

OSolo Viables

El nimero promedio de ovocitos viables por hembra fue de 12.5, con un rango de 1 a 18, en
tanto que los ovocitos degenerados fueron en promedio 4.9 por hembra, con unrango de 1 a
20. La razon entre ovocitos fue de 2.6 ovocitos viables por cada ovocito degenerado (Figura
18).
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Figura18 Promedio de ovocitos viablesy degenerados
en el oviducto de hembras hamster.
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8.2. Evaluacién de las muestras espermaticas

Las muestras de espermatozoides epididimarios provenientes de la biopsia de un octavo de la
cola de epididimo y capacitados in vitro, mostraron en su totalidad buenos parametros,
reportando una movilidad masal promedio (xDE) de 80% (x10%), una movilidad individual de
86% (+12%), viabilidad de 86% (x 9%) y una concentracion espermatica de 31.8 millones de
espermatozoides por ml (£ 14.1 millones), con un rango de 12.5 a 68.7 millones de

espermatozoides por mililitro.

8.3 Espermatozoides que migraron a los pozos de salida

Experimento 1: Ovocitos Viables vs Ovocitos Degenerados
El promedio de espermatozoides presentes (xDE) con 4 ovocitos viables o con 4 ovocitos
degenerados, fue de 113+30 y 124+21 (p<0.05) respectivamente, con un rango de 81 a 183 y

93 a 164, respectivamente.
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A pesar de la atraccion de espermatozoides de los ovocitos viables y los degenerados, es
importante mencionar que existi6 una mayor cantidad de espermatozoides (10% +) atraidos
por los ovocitos degenerados (Figura 19).

Figura 19 Promedio (tDE) de espermatozoides en
pozos de salida de camara de microcanalcon 4
ovocitos viables vs 4 ovocitos degenerados.
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Experimento 2: Ovocitos Viables vs Sin Ovocitos.

Cuando en uno de los pozos de salida no se colocaron ovocitos y en el otro se colocaron 4
ovocitos viables, se encontré que hubo un 11% (P>0.05) mas de espermatozoides promedio

gue migraron hacia el pozo con los ovocitos viables.

El promedio de espermatozoides (£DE) en el pozo con los ovocitos viables fue de 78+42 con
un rango de 21 a 183, en tanto que en el que no se colocaron ovocitos fue de 70+33 con un
rango de 17 a 144. A pesar de no haber encontrado diferencias estadisticamente significativas
(P>0.05, t-Student), también se encontré que se manifiesta una mayor migracion de

espermatozoides hacia donde se encontraban los ovocitos viables (11%) (Figura 20).
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Figura 20 Promedio (xDE) de espermatozoides en
pozos de salida de camara microcanal con
120 4 ovocitos viables y sin ovocitos
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Experimento 3: Ovocitos Degenerados vs Sin Ovocitos.

Cuando en uno de los pozos de salida no se colocaron ovocitos y en el otro se colocaron 4
ovocitos degenerados, se encontrd6 que hubo un 30% (P<0.05) mas de espermatozoides

promedio que migraron hacia el pozo con los ovocitos degenerados.

El promedio de espermatozoides (*DE) en el pozo con los ovocitos degenerados fue de
92+31 con un rango de 33 a 138, en tanto que en el que no se colocaron ovocitos fue de
71+£24 con un rango de 45 a 114. La diferencia estadisticamente significativa (P>0.05, t-
Student) manifiesta una mayor migracién de espermatozoides hacia donde se encontraban los
ovocitos degenerados (30%, P<0.05)(Figura 21).
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Figura 21 Promedio (xDE) de espermatozoides en pozos
de salida de cdamara microcanal con 4 ovocitos

degenerados y sin ovocitos.
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El resumen de los resultados de la migracién de espermatozoides hacia los ovocitos viables,

degenerados y sin ovocitos, se presenta la tabla 1

TABLA 1 Comparacion del promedio (xDE), el rango y la diferencia de espermatozoides

migrados en la cAmara de microcanal segun cada tratamiento.

Ovocitos Viables vs Ovocitos Degenerados

PROMEDIO (xDE) RANGO Diferencia
Ovocitos Viables 113+30 81-193
Ovocitos Degenerados 124+21 93-164 + 10 % (P<0.05)
Ovocitos Viables vs Sin Ovocitos
Ovocitos Viables 78142 21-183 + 11 % (P>0.05)
Sin Ovocitos 70£33 17-144
Ovocitos Degenerados vs Sin Ovocitos
Ovocitos Degenerados 92+31 33-138 + 30 % (P<0.05)
Sin Ovocitos 71124 45-114
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IX. DISCUSION

Lu et al. (2013) sefialaron que en el proceso reproductivo en mamiferos, los espermatozoides
presentaran capacitacion, hiperactivacion, quimiotaxis y posteriormente reaccién acrosomal, lo
gue pone de manifiesto que el proceso de quimiotaxis es fisioldgico. Los investigadores
utilizaron como atrayente de espermatozoides células cumulus obtenidas de ratonas jévenes
(8 semanas) hiperovuladas. Dichas células fueron colocadas en un sistema de microcanal y
se incubaron durante 24 horas para condicionar el medio. Luego colocaron 25,000
espermatozoides capacitados durante 30 minutos en el pozo de entrada y se dejaron en el
microcanal durante 15 minutos. Encontraron que solo el 10% de los espermatozoides
migraron a alguno de los dos brazos de salida del microcanal. En el presente trabajo se
colocaron 140,000 espermatozoides en el pozo de entrada de la camara de microcanal y
migraron el 0.2%, lo cual es menor a lo reportado. Una posible explicacion seria que la
diferencia se deba a la especie utilizada, a las condiciones de la camara, asi como a las
variaciones individuales entre machos y muestras, esto Ultimo estudiado a detalle por Gémez
en 2004, quien reporta que, algunas muestras seminales de toros tienen muy mala calidad
para este tipo de estudios de quimiotaxis y que hay gran variacion entre muestras de un

mismo individuo.

A pesar de que en mamiferos no esta completamente entendido el proceso de induccion y
trascendencia fisiologica de la quimiotaxis, algunos estudios sugieren que podrian estar
involucradas las células cumulus, mismas que producen quimioatrayentes, los cuales pueden
unirse a proteinas G acopladas a los receptores olfatorios que sirven como receptores quimio
atractivos en la membrana espermaética. La concentracion de Ca®" en el espermatozoide
también contribuye al patron de movilidad y durante la fecundacion. Un aumento transitorio en
la concentracion de Ca®* intracelular ocurre cuando la actividad quimiotactica se presenta en
el espermatozoide. La isoforma de la Adenilato Ciclasa asociada a la membrana en el flagelo
del espermatozoide, puede funcionar como quimiotactica en respuesta al quimioatrayente. El

mecanismo posible de la quimiotaxis en mamiferos involucra la unién de ligandos al receptor
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olfatorio, la activacion de proteinas G, la sintesis de AMPc y finalmente el aumento de las

concentraciones de Ca** (Lu et al., 2013).

Blengini et al. (2011), estudiando espermatozoides humanos y utilizando una pequefia camara
de quimiotaxis, evaluaron el patron de movimiento espermatico de retorno en presencia de
progesterona (10 pM/ml). Solo fueron evaluados de 80 a 100 espermatozoides en un equipo
computarizado para estudio del movimiento y velocidad espermatica (VCL o Velocidad
Curvilinea, VAP o Trayectoria Espacial Promedio y VSL, Velocidad en Linea Recta),
encontrando un patron de transicion del movimiento lineal a hiperactivo, con una diferencia en
espermatozoides tratados con progesterona y no tratados del 10.7%. Este experimento
demostré que hay un cambio en la direccion de la trayectoria de los espermatozoides en
respuesta a la presencia de progesterona que no llega a ser tan manifiesto como la que se ha
estudiado en los organismos de fecundacidon externa. Ademas, estos autores describen 6
posibles patrones de movimiento espermatico re-direccionado, en respuesta a la presencia de
progesterona, pero solo uno de ellos puede considerarse como quimiotaxis, en este caso fue
presentado solo por el 10% de los espermatozoides estudiados. En este trabajo de tesis solo

un 0.2% de la poblacion espermética respondié a la migracion por las causas ya descritas.

El liquido folicular también ha sido estudiado como inductor de la quimiotaxis y se ha
reportado que el de una especie puede atraer espermatozoides de otra especie, lo que
sugiere que no se trata de un fendmeno especie-especifico (Blengini et al., 2011). Ademas se
ha reportado que la pequefia cantidad de progesterona que producen las células que rodean
al ovocito (cumulus), podria ser una sefial importante para la induccion de la atraccion de

espermatozoides.

Por otro lado, los dispositivos utilizados para el estudio de estos fendbmenos de migracion y
atraccion espermatica, han sido muy variados a través del tiempo. La mayor parte de ellos ha
procurado imitar la anatomia del tracto reproductor femenino de los mamiferos, es decir un
conducto de entrada (vagina-utero) y dos conductos de salida (oviductos). Las sefiales para la
atraccion estudiadas han sido, de la misma manera muy variadas, por ejemplo el liquido

folicular (Navarro, 1998 Gomez, 2004) asi como la progesterona (Oren-Benaroya et al., 2008;
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Teves et al., 2009; Chang y Suéarez, 2010; Blengini et al., 2011), las células camulus (Sun et
al., 2005; Oren-Benaroya et al., 2008; Chang y Suarez, 2010) y los ovocitos viables (Sun et
al., 2005). En el presente trabajo se utilizaron ovocitos viables y degenerados, lo cual es el
aporte relevante de esta investigacion, pues no se encontrd en la literatura experimentos de
guimiotaxis que utilizaran ovocitos degenerados, ni algo relativo a su posible participacion

fisiologica.

Gomez (2004), utilizando liquido folicular de vaca para la atraccion de espermatozoides
homoélogos, colocé en la entrada de su dispositivo 0.6x10° espermatozoides en 10pl,
recuperando a la salida (espermatozoides migrados) 1 de cada 100 espermatozoides. En
tanto que en el presente estudio se recuperaron 2 de cada 1,000 espermatozoides colocados.
Esta diferencia puede deberse a la especie, al dispositivo utilizado o a las moléculas de
atraccion. En el caso de Gomez (2004) el dispositivo de estudio consisti6 en un par de
pequefios tubos (2ml) perforados en su parte media y comunicados a través de un tubo
capilar plastico, el cual fue perforado al centro para servir de entrada de los espermatozoides.

En el presente estudio el porcentaje de espermatozoides migrados fue variable. La diferencia
mayor se encontré entre los ovocitos degenerados y donde no se colocaron ovocitos, 92 vs.
71 espermatozoides, respectivamente, es decir una diferencia de 21 que corresponde al 30%
de los espermatozoides que migraron hacia donde no habia ovocitos y a una diferencia entre
grupos del 12% (92=56% y 71=44%). GOmez (2004), utilizando como atrayente liquido
folicular y comparando el nimero de espermatozoides migrados sin el liquido folicular,
encontré6 una migracion espermatica en toro de 80% y 20%, respectivamente, con una
diferencia entre ellos del 60%. Los datos aqui obtenidos son inferiores a los reportados por
GOmez en 2004, 12% vs. 60%. Por su parte, Oren-Benaroya et al. (2008) encontraron que los
espermatozoides humanos que migraron hacia donde no habia atrayente, fueron el 40% con
respecto a los que migraron hacia donde si habia atrayente (progesterona), y el resultado fue
similar cuando se colocé a los espermatozoides primero en presencia de un anticuerpo
antiprogesterona y luego se pusieron a migrar en presencia de progesterona. Los datos
obtenidos en esta tesis son inferiores a los de Oren-Benaroya et al (2008) con 12% y 40%

respectivamente.
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Por otro lado, Oren-Benaroya et al. (2008) hacen referencia a que, ademas de los procesos
de quimiotaxis, quimiocinesis y atrapamiento, es importante el proceso de termotaxis, descrito
como el movimiento inducido por la temperatura, considerando que en el istmo oviductal, el
espermatozoide estd almacenado e inactivo, pero acude pronto hacia el ampula, donde existe
una mayor temperatura por haber mayor cantidad de metabolismo especialmente en el
momento cercano de la ovulacion. Asimismo mencionan que las abundantes células cimulus
gue rodean al ovocito después de la ovulacion, pueden ser una fuente importante de
quimioatrayentes. En su investigacion, los autores reportan que obtuvieron la progesterona de
las células cumulus provenientes de ovocitos humanos superovulados y los espermatozoides
lavados y capacitados fueron colocados en un dispositivo de doble pozo y unido en un porta
objetos. La presencia de quimiotaxis fue definida de acuerdo a los angulos seguidos por las
trayectorias de los espermatozoides, de acuerdo a Gakamsky (2008). Destaca de este estudio
gue, la capacidad de produccién de progesterona declina drasticamente en las células
cumulus en cultivo con 100% de 1 a 3 dias, hacia un 50% del dia 3 al 6 y a un 25% del dia 6
al 9. Denotando que las células cimulus tendran un tiempo optimo para la emision de sefales
de atraccion y posteriormente iran reduciéndola. En el caso de los ovocitos degenerados, en
el presente trabajo se observd que éstos permanecen en el oviducto mas alla de un ciclo
estral y se encuentran desprovistos de las células camulus, pero cercanos al complejo ovocito

células ciimulus recién ovulado.

Xie et al. (2010) consideraron para su estudio experimental en ratén, la utilizacion de una
pequefia camara de microcanal hecha con rayo laser sobre un porta objetos excavado y
cubierto con cubre objetos, para poder videograbar el movimiento espermatico por efecto de
la quimiotaxis bajo el microscopio. Utilizaron como atrayente un macerado de células cimulus
incubado durante 24 horas, para condicionamiento del medio. Colocaron 25,000
espermatozoides de raton, los cuales tuvieron un efecto mediado por el atrayente
(quimiotaxis) del 10%. Aunque, de manera importante reportaron amplias variaciones entre
tratamientos (hasta 5% de desviacion estandar) y grabaron el patrén de movimiento
espermatico durante 10 minutos. La salida de espermatozoides al pozo sin atrayente fue del
90% con respecto a los que respondieron al atrayente. Cuando se colocé el atrayente en un

solo pozo, hubo diferencias importantes de casi un 40% que, no fueron explicadas en dicho
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trabajo. Aclaran que con la dilucién espermatica empleada (5x10%/ml) asi como con los 25,000
espermatozoides colocados en la camara, se elimind el fendbmeno que se engancharan las
cabezas de los espermatozoides y que viajaran en grupo, lo que es caracteristico en
roedores, sefialando que esto favorece alcanzar la reaccion acrosomal in vivo. En este trabajo
de tesis, el fendbmeno de enganche entre cabezas fue grande, de manera que pocos
espermatozoides migraron y los que llegaron a los pozos de salida lo hicieron de manera
aislada. Es posible que el aumentar el factor de dilucién de la muestra de espermatozoides,
resulte benéfico para el sistema de cadmara de microcanal. En el presente estudio se utilizo
una dilucion inicial de 70x10%ml y se colocaron 140,000 espermatozoides en la camara
microcanal con 50ul de volumen total. Xie et al., (2010) no especifica el volumen de la camara

empleada

Yanagimachi en 1970 (citado por Chang y Suarez, 2010), observo por vez primera, el proceso
de hiperactivacién en el oviducto de hamster. Dicha hiperactivacion esta caracterizada por
batimiento flagelar de gran amplitud y asimétrico que lleva a un espermatozoide (en un porta
objetos y con medio acuoso), a seguir una trayectoria helicoidal o circular. La quimotaxis por
su parte, esta definida como una trayectoria de nado del espermatozoide hacia un gradiente
guimico, asi, el espermatozoide puede utilizar la hiperactivacion y quiza de manera
intermitente, alcanzar la quimiotaxis. En mamiferos acuaticos es conocido el modelo de girar y
correr (turn and run), que describe el movimiento del espermatozoide siguiendo un patron de
asas helicoidales. Este patron no ha sido descrito en espermatozoides de mamiferos. La
hiperactivacion ayuda a que el espermatozoide se suelte de las células del oviducto a nivel del
istmo, ademas le provee de mayor fuerza para nadar en un medio viscoso elastico que incluye
las secreciones oviductales, como la matriz del camulus. Ademas, la hiperactivacion es
requerida para penetrar la zona pellacida. Es posible que bajos niveles de progesterona se
encuentren en el oviducto o en la masa del cumulus periférica y que funcionen para la
guimiotaxis, mientras que mayores niveles se pueden encontrar en la masa del cimulus y que
sirvan para inducir la reaccion acrosomal. También hay evidencias que sefialan la existencia
de moléculas odorantes que sirven para la quimioatraccion de espermatozoides de
mamiferos, localizadas en la base del flagelo o en la pieza media de espermatozoides de

perro y rata (Chang y Suarez, 2010). En humanos, un receptor especifico para olores en el
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testiculo fue identificado como hOR17, el ligando para este receptor es el bourgeonal, el cual
induce el nado del espermatozoide en un gradiente. En roedores la molécula ha sido
identificada como lyral y lo mas sorprendente es que, ambas moléculas estan relacionadas

con aromas florales.

Sun et al.,(2005) cuestionaron la participacion del liquido folicular en el mecanismo de
guimiotaxis en mamiferos, ya que la cantidad de liquido folicular que ingresa y permanece en
el oviducto (de cerda) es acaso del 1%, ademas de que, si este mecanismo fuera esencial
para el proceso de fecundacion, deberia permanecer el gradiente durante un tiempo
prolongado y no solo durante el flujo del liquido folicular. Ante ello, estudiando el proceso de
guimiotaxis en humanos, probaron la atraccion de los espermatozoides y la medicién de su
patrén de movimiento utilizando como atrayentes células cumulus, un macerado de éstas y
ovocitos, encontrando que ambos tipos de sefales, provenientes de las cumulus o de los
ovocitos, son capaces de modificar el patrén de movimiento espermatico y atraerlos. En los
pozos donde no se coloc6 el atrayente, se tuvo una atraccion de cerca del 86% con respecto
a los que si tuvieron atrayentes. En tanto que con los atrayentes se logra duplicar las
velocidades estudiadas, en comparacion con los espermatozoides sin atrayentes.
Concluyeron que, tanto las células camulus como los ovocitos, son fuentes de atraccion para
espermatozoides de mamiferos. Encontraron también que, la quimioatraccion ejercida por el
ovocito sobre el espermatozoide, es mas potente que la de las células cumulus, por lo que
cada uno o ambos, liberan diferentes moléculas como si fuera un proceso en dos pasos, el de
las células cumulus y el de los ovocitos. Esto también apoya la idea de que, si un ovocito ha
perdido las células cumulus, entonces el ovocito puede guiar a los espermatozoides hacia él
(Sun et al., 2005). Esto concuerda con lo planteado en el presente trabajo, con respecto a la
atraccion que los ovocitos viables o degenerados pueden ejercer sobre los espermatozoides.
El aporte principal de este trabajo de tesis consiste en que no se habia estudiado el posible
efecto de los ovocitos degenerados sobre este fendmeno de atraccidn espermatica que,
segun aqui se observo, tiene aun mas poder de atraccion que los propios ovocitos viables
(10%). Lo que sugiere que la atraccién ejercida por los ovocitos degenerados sobre los
espermatozoides de hamster, para dirigirlos hacia el &mpula oviductal, tenga influencia en la
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eficiencia en la fecundacion de ovocitos viables. Este y otros aspectos relacionados con los

ovocitos degenerados, deberan ser estudiados a mayor profundidad.
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X. CONCLUSIONES

1.- El sistema de microcanal es un dispositivo adecuado para estudiar el fenémeno de

atraccion espermatica.

2.- Los espermatozoides de mamifero si bien son sensibles a la quimio atraccién también
presentan movimiento azaroso, demostrado por la gran migracion en los pozos donde no se

coloco atrayente.

3.- Los ovocitos degenerados son capaces de atraer espermatozoides, lo que hacen en una

cantidad mayor a lo que ocurre con los ovocitos viables.
4.- Es importante estudiar cuales podrian ser las sefiales emitidas por los ovocitos

degenerados para la atraccion espermatica y definir con mayor precision su participacion para

la fecundacion exitosa de los ovocitos viables.
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