CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 El Proceso de Capacitacidn-Fertilizacion

El estudio de los procesos fisioldgicos involucrados en la reproduccién se
ha facilitado con el desarrollo cientifico y tecnoldgico ampliando en gran medida
el entendimiento de la fertilidad humana. El fenémeno de fertilizacién, es un
complejo proceso de comunicacion intercelular que requiere la activacion de
mecanismos morfofisiolégicos en los gametos masculino y femenino, mediados

por interacciones celulares y del microambiente.

El espermatozoide, después de abandonar los tibulos seminiferos, es
transportado y almacenado a través del sistema de conductos del tracto
reproductor masculino e inicia una sene de modificaciones que afectan su
metabolismo; como consecuencia, la célula alcanza la madurez requerida para
lograr la fertilizaciéon (1). En los mamiferos, una vez que el ovocito secundario
es liberado durante la ovulacion esta listo para ser fertilizado, mientras que el
espermatozoide que es eyaculado requiere ser sometido previamente a una
serie de fendmenos moleculares, fisiolégicos y morfolégicos descritos como

capacitacion espermatica (2,3). La mayoria de los eventos relacionados con la



capacitacion se han observado mediante experimentos ip vitro y apoyados en
estudios con animales de experimentacion, que aunque son todavia tema de
discusion, han brindando las bases para explicar los fendbmenos in vivo,

ayudando enormemente a entender la fisiologia reproductiva.

La capacitacién espermatica iniciaimente fue definida como los cambios
fisiologicos en el espermatozoide durante el intervalo de tiempo entre su
depdsito en el tracto reproductor femenino y la fertilizacion (4,5). Zaneveld la
describié en forma mas precisa como una cascada de procesos bioquimicos
que se inician con la alteracion de la membrana plasmatica del
espermatozoide, cuando ésfe queda expuesto a los fluidos del tracto
reproductor femenino (6), o bien a medios artificiales apropiados, preparandolo
para la fertilizacion (7). El concepto actual de capacitacion se describe como un
proceso de activacion que propicia el desarrolio del potencial de fertilizacion, el
cual es desencadenado por la interaccion de espemmatozoides méviles con el
tracto reproductor femenino o bien con medios de cultivo apropiados,
induciendo cambios en la membrana plasmatica, asociados principalmente con
la hiperactivacion de la motilidad y la capacidad de desarrollar la reaccién

acrosomal (RA), requenida para lograr finalmente la fertilizacion (8,9).



1.2 Fisiologia de la Capacitacion Espermatica

1.2.1 Capacitacién

La capacitacion espermatica puede ser iniciada en forma intrinseca
como parte de un proceso de maduracién y en forma extrinseca con la
eliminacion de los factores descapacitantes llamados también moduladores
negativos de capacitacion, los que son adquiridos por el espermatozoide
cuando tienen contacto con el fluido epididimario y el plasma seminal (10). /n
vivo, es posible que estos factores proteicos sean inhibidos o reprimidos por la
accion selectiva del tracto reproductor femenino, a través del cual el
espermatozoide asciende e interactia con su microambiente, desencadenando
en él cambios que alteran su metabolismo. Se han descrito una serie de efectos
biologicos y moleculares in vitro como consecuencia de la capacitacion, que
incluyen la pérdida o redistribucién de factores descapacitantes por eliminacion
del plasma seminal, reorganizacién de fosfolipidos y proteinas de membrana,
influjo de iones a nivel intracelular que inducen modificaciones bioquimicas,
generacion de cantidades controladas de diferentes moléculas de O; reactivo,
desarrolio de hipermotitidad, y finalmente activacion de sefiales complejas de

transduccién que alteran la funcién celular (11,12).
1.2.2 Reaccidn Acrosomal

Como resultado de la capacitacion, el espermatozoide esta preparado

bioquimica y morfolégicamente para sufrir un fendmeno de exocitdsis



denominado reaccion acrosomal, que se inicia cuando el espermatozoide tiene
contacto con la zona pelucida (ZP) del ovocito(13). Durante éste fenémeno
ocurre una fusidn progresiva entre la membrana plasmatica y la membrana
acrosomal extema con formacion de vesiculas que liberan las enzimas
acrosomales encargadas de facilitar el pasaje del espermatozoide a través del
cumulus oophorus, corona radiada y zona pelicida; la membrana acrosomal
interma es expuesta y ocurren cambios fisiologicos sobre la membrana
plasmatica del segmento ecuatorial del acrosoma y parte anterior de la regién
post-acrosomal (14,15). Este proceso, puede ser inducido in vitro por fluido
folicular y por sustancias como el ionéforo de calcio A23187, que son utilizados
en pruebas que evallian la funcibn espermatica, en las que su efecto en la
célula refleja la capacidad de desarrollar la RA (16,17 ). Asi mismo en forma
reciente se han publicado estudios que demuestran in vitro fa participaciéon de
estructuras en el plasma seminal denominadas prostasomas como estimulantes

de la reaccion acrosomal (40).

Estudios en conejos y ratas han demostrado que la capacitacion
espermatica es un prerrequisito para lograr la fertilizaciéon de oocitos (4,5), y fue
Edwards en 1968 quién lo logrdé por primera vez con oocitos humanos y
espermatozoides previamente capacitados utilizando fluido folicular humano
(16). Las alteraciones que ocurren durante el proceso de capacitacion afecta a
todos los compartimentos del espermatozoide, es decir la cabeza, la pieza
media y el flagelo, e involucran la membrana, el citosol y el citoesqueleto, y en

base a extensos estudios in vitro, se han descrito algunos modelos para



explicar los mecanismos moleculares y biologicos del proceso. transduccion
que alteran la funcion celular (11,12).

1.2.3 Cambios Moleculares

La composicion bioguimica de los fluidos que contactan al
espermatozoide durante su transporte por el tracto femenino, pudiera ser ia
base molecular que desencadena estos mecanismos in vivo; motivo por el cual
los medios de cultivo utilizados para capacitacién in vitro incluyen ciertos
substratos como fuente de energia, una fuente de proteina (usualmente
albumina sérica), NaHCO; y Ca*” a(18) Aunque los mecanismos de accion de
cada uno de estos componentes permanecen sin elucidar, se han descrito

algunas hipétesis para explicarlos.

E! posible papel de la albumina como promotor de capacitacién se basa
en su asociacion con el colesterol de la membrana plasmatica, éste al ser
removido vuelve a la membrana mas .ﬂuida, produciendo cambios en la
distribucion de antigenos de superficie, ademas de un incremento en la
pemmeabilidad para pequefias moléculas y iones como el HCO5 y el Ca®. El
influjo de iones induce a la activacion del sistema de transduccién de sefiales,
responsable de la fosforilacion de proteinas, que se han asociado con la vaina
fibrosa del flagelo espermatico, y se especula, provocan la hiperactivacion de la
motilidad (19). Este proceso de hiperactivacibn fue observado en
espermatozoides de animales de experimentacion incubados bajo condiciones

capacitantes (20) y en los recuperados de la zona ampular de la trompa de



Falopio (21). Se ha sugerido que la funcién biolégica de éste fendomeno puede
ser la causa de la separacion del espematozoide del epitelio del tracto
reproductor femenino (22), ademas de brindarle la fuerza necesaria para

atravesar el cumulus oophorus y penetrar al ovocito (23).

El movimiento de Ca** a través de la membrana plasmatica puede
constituir un marcador para evidenciar el proceso de capacitacion, y su
medicion intra y extracelular puede ser una herramienta Util para evaluar el

grado de capacitacion desarrollado.

Experimentos en ratones han sugerido que un incremento del calcio
intracelular en el espermatozoide capacitado conduce a la fosforilacion de
canales de Ca®* tipo T en la membrana plasmatica, los cuales son rapidamente
desfosforilados en respuesta al ligando fisiolégico de la ZP, iniciando asi la RA
(24). Como resultado de la RA ocurre liberacion enzimatica y cambios en la
membrana acrosomal interna que permiten la penetracion y la fusion con el

oolema.
1.2.4 Cambios Morfoldgicos

La funcién espermatica puede ser evaluada mediante una variedad de
pruebas basadas en los cambios morfolégicos que sufre el espermatozoide
durante la capacitacion in vitro y han sido consideradas de utilidad como
herramienta clinica para el diagnéstico de infertilidad y el pronéstico de los

procedimientos de fertilizacion asistida. En algunas, el espermatozoide es



evaluado en su capacidad para fertilizar ovocitos; otras se basan en la
observacion de cambios a nivel de membrana, que reflejan el estado de
capacitacion; y por ultimo aquéllas en las que se evalia el grado de movilidad
espermatica. Entre las mas utilizadas se encuentran los bioensayos, como la
prueba de penetracion de 6vulos de hamster libre de zona, o de oocitos
humanos y las reacciones que evalian la RA con colorantes especificos o
mediante inmunoflucrescencia indirecta con anticuerpos monoclonales
(25,26,27). La mayoria de éstas pruebas, ademas de no representar
adecuadamente los eventos fisiologicos, son poco practicas para su aplicacion

en el laboratorio ya que consumen mucho tiempo.

Lambert y cols. mediante pruebas de penetracién de oocitos humanos
criopreservados y oocitos de hamster libres de ZP, demostraron que los
espematozoides humanos recuperados del moco cervical, después de
inseminacion artificial, alcanzan un estado de capacitacion avanzado (28). En
un estudio realizado con co-cultivo de espermas-células del epitelio uterino fue
demostrado un aumento en la capacidad de espematozoides de varones
fertiles para lograr la reaccion acrosomal y penetrar el oolema de oocitos
libres de ZP, sugiriendo que el contacto directo entre las células (co-cultivo) o
con sus productos de secrecion, inducen en el espermatozoide los cambios

funcionales requeridos para la fertilizacion (29).

La prueba de la Clorotetraciclina (CTC) es una técnica simple y rapida
que ha sido adaptada por algunos investigadores para detectar capacitacion y

RA en espermatozoides de algunas especies animales y en el hombre



(30,31,36). Este reactivo se une especificamente al calcio asociado a la
membrana plasmética del espemmatozoide, formando un complejo que
desarrolla una intensa fluorescencia expresada en forma especifica de

acuerdo al estado de capacitacién alcanzado.

En 1987 Lee y cols. describieron cuatro patrones de fluorescencia con
CTC en el semen humano sometido a capacitacién in vitro, que les permitio
cuantificar cambios sobre la membrana de la cabeza del espermatozoide a
través del tiempo (32). Perry y cols. reclasificaron los patrones descritos por Lee
y describieron cinco grupos con CTC que agrupan. ocho patrones de
fluorescencia de acuerdo al estado de capacitacion espermatica desarrollado.
Los grupos 1, 2 y 3 identifican los patrones no capacitados, el grupo 4 al
marcador de capacitacion, y el grupo 5 a los patrones con acrosoma reactivo

(33).

Yao y cols. al estudiar los efectos del co—cultivo de espermas-células de
oviducto humano y el del medio resultante del cultivo de éstas dltimas sobre la
funcién espermatica, encontraron que los patrones de capacitacion y de
acrosoma reactivo detectados con CTC se incrementan, en cambio la incidencia
de la RA espontanea no progresa y la RA estimulo-inducida, la union a la zona
pelicida y la fusién con oocitos disminuyen. Estos hailazgos sugieren que el

oviducto puede actuar como un reservorio para el espermatozoide humano (34).

De igual manera que el tejido tubario, se puede sugerir que el cérvix y el

utero desempefian un papel importante durante la capacitacién in vivo, donde
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ademas del contacto célula-célula, los productos de secrecion de dichos tejido
(hormonas y proteinas) son responsables de los cambios que sufre el

espematozoide.

1.3 Justificacion

La mayoria de los estudios que demuestran la activacion del proceso de
capacitacion han sido realizados in vitro y en animales de experimentacion, y
muy pocos refieren experimentos en humanos. No existe en la literatura
referencias que confirmen los efectos que ejerce in vivo el tracto reproductor
femenino humano sobre las modificaciones a nivel de la membrana plasmatica

del espermatozoide.

El presente trabajo pretende aportar conocimiento basico sobre los
cambios morfofisioldgicos relacionados con la capacitacibn del gameto
masculino, al interaccionar in vivo con los tejidos endometrial y cervical

humanos y sus secreciones.

1.4 Hipoétesis de Investigacion

1.- Los tejidos endometrial y cervical humanos promueven la capacitacion,
reflejada mediante cambios morfofisioldgicos en el espermatozoide.

2.- Los estadios de capacitacion alcanzados por el espermatozoide después del
contacto in vivo con el cérvix y el endometrio humanos, son diferentes en cada

uno de elios y progresivos en su ruta biolégica.
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1.5 Objetivos del Trabajo

Objetivo General

Demostrar el estadio de capacitacion alcanzado por el espermatozoide

después del contacto in vivo con endometrio y el canal cervical humanos.

Obijetivos Particulares

1. Implementar una técnica de recuperaciébn e identificacion de
espermatozoides en secreciones de endometno y cérvix después de 4
horas post-coito.

2. Estandarizar la prueba de Clorotetraciclina para detectar los cambios en
la membrana plasmatica de espemmatozoides.

3. Implementar una técnica para inducir la reaccién acrosomal con ionéforo
de calcio A23187, en espermatozoides capacitados in vifro y de
secreciones de cérvix y endometrio.

4. Evaluar y comparar la motilidad y los cambios morfolégicos detectados
con la prueba de CTC en la membrana plasmatica, entre
espermatozoides capacitados in vitro, recuperados de secreciones de
cérvix y de endometrio 4 horas postcoito y en respuesta al ionéforo de

calcio A23187, en parejas de fertilidad comprobada.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en tres etapas, en la
primera se procedié a la estandarizacion e implementacion de técnicas y
procedimientos, en una segunda etapa se aplicé dicha metodologia a una
poblacion de estudio y en una tercera se llevo a cabo el analisis estadistico de

los resultados obtenidos.

2.1 Estandarizacién de la Metodologia.

Se implementaron y evaluaron las técnicas y procedimientos para la

obtencion, manejo de muestras y pruebas especificas.
2.1.1. Obtencion de Muestras.

Para esta etapa del trabajo las muestras obtenidas provinieron de una
poblacion denominada de estandarizacién, que consisti6 en mujeres y sus
parejas quienes acudieron a la consuita de Biologia de la Reproduccién para la

evaluacion de su estado de infertilidad.

Se instruy6 a las mujeres, cuyas edades oscilaron entre 25 y 35 afios,

para acudir al consultorio en etapa preovulatoria después de 4 horas de haber



12

fenido relaciones sexuales (postcoito): Con la paciente en posicion
ginecolégica, se le colocé un espejo vaginal, se visualizd el cérvix y se
introdujo una cénula de inseminacidbn con una jeringa adaptada para la
aspiracion de la mayor cantidad posible de moco cervical. Inmediatamente
después se procedié a la obtencion de la muestra de secrecion endometrial.
Esta se realiz6 introduciendo a través del canal cervical otra canula conectada
a una jeringa conteniendo solucién salina amortiguadora de fosfatos (PBS) e
irrigando con ésta el tero, procediendo posteriormente a su aspiracion; este
procedimiento fue realizado aplicando varios protocolos hasta que se logré
obtener la mejor forma de aspiracion. Para el espermograma y la capacitacion
espermatica 7 varones con parametros seminales normales colectaron
muestras de semen en dos ocasiones con diferencia de dos semanas. Las
muestras de semen se colectaron por masturbacion en una pomadera estéril
después de una abstinencia sexual de tres a cinco dias y se enviaron al
faboratorio en un tiempo no mayor de 30 minutos después de su coleccion.
2.1.2 Técnicas de Recuperacion e ldentificacion de Espermatozoides en

Secreciones de Cérvix y Endometrio.

2.1.2.1 Secrecion de Cérvix.

Las muestras de moco cervical obtenidas en cada paciente fueron
evaluadas para deteminar su calidad, aplicando los criterios de Ia
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) lo que pemmitié clasificarlo como moco
favorable (MF) aquél que obtuviera un puntaje de 11 o mas y como

desfavorable (MD) cuyo puntaje no sobrepasé los 10 puntos (35).



Posteriomnente una alicuota fue revisada para evaluar la prueba postcoito,
determinando % de motilidad, cuenta y vitalidad espermatica; el resto de la
muestra se depositdé en un tubo de ensayo conteniendo PBS, se mezclé
suavemente por inversion e incubd por espacio de 15 a 30 minutos a 37°C,
tiempo que permitié a los espermatozoides dejar el moco y que llegaran éstos al
sobrenadante. Una alicuota obtenida del sobrenadante se revisé para la
identificacibn de espemmatozoides mediante una preparacion en fresco
observada a 400 X determinando nuevamentie % de motilidad, vitalidad y

concentracién de espermatozoides.

2.1.2.2 Secrecion Endometrial.

El volumen obtenido de cada secrecion de endometrio se deposité en un
tubo conteniendo PBS y se llevaron a incubacién por 15 minutos a 37°C, tiempo
después del cual se revis6 al microscopio 400 x para la identificacion y

posterior recuperacion de espermatozoides.

A una alicuota de cada suspension (cérvix y endometrio) se le evalud
motilidad, vitalidad, morfologia y concentracidn espermatica, otra se proceso
para prueba con CTC y una tercera para induccién de RA con ionéforo A23187.
La metodologia para recuperacion de espemmatozoides se confimo con la

identificacion de éstos en ambas secreciones.

2.1.3 Evaluacién del Semen por el Espermograma

Después de ser colectadas, las muestras de semen se recibieron en el

laboratorio y se llevaron a incubacion a 37°C. Se evaluaron siguiendo los
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criterios de la OMS para e! examen del semen humano que incluyd examen

macroscopico Yy micrascopico (35).

2.1.3.1 Examen Macroscopico.
Después de 30 minutos posteriores a su coleccion se evaluaron en el

semen los siguientes parametros: licuefaccion, viscosidad, volumen y pH.

2.1.3.2 Examen Microscépico.

Inmediatamente después del examen macroscopico se procedio al
microscopico, que incluyd la estimacion de la motilidad, vitalidad y presencia
de elementos celulares diferentes de los espermatozoides; estos parametros
se evaluaron a los 30 minutos, a la hora y a las dos horas post-eyaculacion al
microscopio Optico a 400 x. La concentracion espermatica se realiz6 en
semen licuado directo mediante conteo en la camara de Makler a 200 x. La
morfologia espermatica se llevo a cabo mediante tincion con Papanicolaou de

un frotis de semen licuado, revisado a 1000 x.
2.1.4 Capacitacion Espermatica /n vitro.

Simultaneamente con el espermograma, las muestras de semen se
procesaron para capacitacion in vitro. Este procedimiento se llevé a cabo
siguiendo una modificacion de la técnica de swim-up descrita por Yanagimachi
(20), mediante la cual los espermatozoides migran hacia la parte superior del

medio de cultivo libres de factores descapacitantes y metabdlicamente mas

activos.
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Para este procedimiento el semen licuado se dividié en dos volimenes
de 1.3 ml que se depositaron en el fondo de dos tubos de polyestireno estériles
de fondo redondo conteniendo cada uno 2.0 ml de medio de cultivo, solucion
salina balanceada de Earle (EBSS) suplementada con 0.3% de albimina de
suero humano. Las tubos se llevaron a incubacién por 1 h a 37°C. Después de
la incubacion se retird cuidadosamente el sobrenadante de ambos tubos y se
reunieron en otro tubo. A una alicuota de esta suspension se le evalud
motilidad, vitalidad, morfologia y concentracién espermatica, otra se procesd
para prueba con CTC y una tercera para induccidén de RA con iondforo de calcio
A23187. La muestra continud en incubaciébn por tres horas mas y se

reevaluaron los parametros antes mencionados.

Cada paciente colecté una segunda muestra de semen dos semanas

después y se procesd de igual manera.

2.1.5 Prueba de Clorotetraciclina (CTC)

Esta técnica fluorescente se aplicd para evaluar el estado morfofisiologico
de la membrana plasmatica de los espermatozoides recuperados del tracto
reproductor femenino, de los obtenidos después de capacitacién in vitro y

después de la RA estimulo inducida.

2.1.5.1 Reaccién con CTC.
Se colocaron 10 pl de suspensién de los espermatozoides recuperados
de las fuentes ya mencionadas en cada uno de seis tubos Eppendorf de 0.5 ml

agregando inmediatamente 10 yl de solucion de trabajo de CTC, la reaccion
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toma lugar en forma répida y al abrigo de la luz. La solucién de trabajo de CTC

se preparé a diario y se protegi6 de la luz a temperatura constante de 37°C.

2.1.5.2 Fijacion y Montaje.

Inmediatamente después de la reaccién con la CTC, las muestras se
fijaron con 1yl de glutaraldehido al 12.5 % en buffer Tris (pH de 7.8),
asegurando una mezcla uniforme. Posteriormente 10 pl de esta mezcla fueron
colocados sobre un portaobjetos cubierto con polylisina. En éste momento se le
anadié a la preparacion una gota de 1,4 diazabiciclo[2.2.2 ] octano (DABCO)
disuelto en PBS con el que se mezclé; ésta tultima soluciéﬁ evita la pérdida de la
fluorescencia. Las preparaciones se cubrieron, se sellaron con DPX y se

almacenaron protegidas de la luz a 4°C hasta por 24 horas para su evaluacion.

....5.3 Evaluacién Morfoléaica de 1a Membrana Plasmatica del
Espermatozoide con CTC;

La evaluacion se realiz6 en los seis frotis obtenidos de cada una de las
suspensiones de espermatozoides de las muestras de: a) cérvix, b) endometrio,
c¢) a 1 hora de incubacién, d) a 4 horas de incubacion y e) de las muestras con
RA estimulo-inducida. Se examinaron 100 espermatozoides en cada frotis a
400 X en un microscopio de epifluorescencia ZEISS con divisor cromatico
FT/395, filtro para excitacion UV BP-365/12 y un filtro Barrier LP-397 y se
aplicaron los patrones de fluorescencia de CTC descritos por Perry. Mediante
esta clasificacion se procedié a identificar en los espermatozoides ocho
patrones de fluorescencia los cuales incluyen. EF con una banda brillante de

fluorescencia en la region postacrosomal;, EDP que muestra pérdida de la
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banda brillante de fluorescencia del patrén. EF; DP con una region
postacrosomal no fluorescente y fluorescencia brillante en la porcion anterior de
la cabeza; LDP que muestra un decremento en la region postacrosomal no
fluorescente del patrén DP para formar una banda delgada; ECP con
fluorescencia uniforme y con una regioén basal no fluorescente; CP que muestra
fluorescencia uniforme sobre la cabeza espermética entera y un perimetro y
pieza media brillante; LCP con decremento en la fluorescencia sobre la cabeza
(punteada o uniforme); y AR que muestra pérdida completa de la fluorescencia
sobre {a cabeza entera. Se calculd el porcentaje de los diferentes patrones
encontrados en cada una de las muestras. Los resultados obtenidos se
analizaron para determinar variacion intra e interensayo.

2.1.6 Induccién de la Reaccidn Acrosomal con lonéforo de calcio A23187.

2.1.6.1 Técnica de Induccion de la Reaccion Acrosomal con lonédforo de
calcio A23187.

Para este procedimiento se colocaron volimenes iguales en tres tubos
de ensayo de polyestireno de 12 x 75 mm., de cada una de las alicuotas de
espermatozoides obtenidas para esta prueba: a) cérvix, b) endometrio, c) con 1
hora de incubacién y d) con 4 horas de incubacion in vitro. A dos de estos
tubos se les agreg6 1ul de una solucién de A23187 10mM en dimetilsulféxido
(DMSO) y se diluyd con DMSO para obtener una concentracion final de 10uM;
el tercer tubo fue el control negativo y solo contenia espermatozoides de cada

muestra y DMSO. Los tres tubos se incubaron a 37 °C por quince minutos

protegidos de la luz. Para demostrar la RA, las muestras se sometieron



inmediatamente a prueba con CTC. Se promediaron los valores de los dos
tubos de prueba. Esta técnica esta basada en el método descrito inicialmente

por Jamil y White (17) y modificada mas tarde por Lee (32 ).

La prueba de induccion de RA estimulo-inducida se considerd como un
control interno con el fin de tener una referencia morfoldgica para comparar
aquellas reacciones desarrolladas en los espermatozoides bajo condiciones in

Vivo.

2.1.6.2 Tiempo de Reaccién del lonéforo de calcio A23187.

Debido a diferencias metodoldgicas en la aplicacién del ionéforo A23187
por algunos autores, fueron probados dos tiempos de reaccién de este reactivo.
Para este procedimiento siete muestras de semen con caracteristicas de
normalidad segin la OMS, se sometieron a capacitacion espermatica in vitro
por 1 hora mediante la técnica de swim-up. Del sobrenadante, conteniendo
espermatozoides capacitados, se colocaron volimenes iguales en seis tubos de
ensayo de polyestireno de 12 x 75 mm, a los que se les aplicé la técnica para la
induccion de la reaccion acrosomal descrita en el apartado siguiente. Tres tubos
(dos de prueba y un control) se hicieron reaccionar por 15 minutos, los otros
tres permanecieron reaccionando 1 hora. La reaccion acrosomal fue
demostrada posteriormente con la prueba de CTC, ya descrita, en los tubos de

ambos tiempos de incubacién.
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2.2 Metodologia Aplicada a una Poblacién de Estudio

En esta etapa del frabajo se aplicaron los métodos y técnicas
estandarizados a una poblacién de estudio que comprendié ocho parejas con
fertilidad comprobada a quienes se les informé y explicé de los estudios y
procedimientos a los que se someterian, contando para ello con su

consentimiento.

2.2.1 Criterios de Inclusién.

Los criterios de inclusion para las mujeres fueron: edad entre 25 a 35
afos, con salpingoclasia, fertilidad comprobada hasta el momento de la misma,
ademas de estar exentas de cualquier enfermedad ginecologica, sistémica o
viral por lo menos seis meses antes de la investigacién. La fertilidad se
comprobé mediante la evaluacibn de nomalidad del: factor ovarico,
corroborado mediante medicion de progesterona sérica normal en la fase lutea
del ciclo; factor endomefrial, mediante un patron menstrual adecuado y una
cavidad endometrial normmal por ultrasonografia vaginal, factor cervical,
demostrado por evaluacién macro y microscépica del moco cervical y por una
prueba funcional postcoito adecuada. Los criterios de inclusion para los varones
fueron: fertilidad comprobada, edad entre 20 a 45 afios y parametros seminales

normales.



2.2.2 Recuperacién Espermatica de Secreciones de Cérvix y Endometrio.

Las pacientes acudieron al consultorio en fecha preovulatoria (12 a 14
dias de iniciada la menstruacién), preparadas para una prueba post-coito,
después de 4 horas de haber tenido relaciones sexuales. Las secreciones de
cérvix y endometrio se obtuvieron siguiendo las técnicas previamente
implementadas. De la suspensién de espermatozoides de cada secrecion se
tomaron tres alicuotas; la primera para revisibn microscopica (cuenta,
motilidad, vitalidad y'morfologia espemmatica), la segunda se procesd para
prueba con CTC y la tercera para induccién de RA con iondforo de calcio
A23187.

2.2.3 Obtencién de Espermatozoides Capacitados /n Vitro.

Al semen de los varones se le practicd un espermograma siguiendo los
parametros ya descritos segan la OMS. Una vez licuado el semen este se
procesé para capacitacion in vitro por la técnica de swim-up previamente
descrita. Al termino de una hora de incubacion el sobrenadante se retird y se
colocd en otro tubo; de éste se tomaron tres alicuotas, una para la evaluacion
microscopica (cuenta, motilidad, vitalidad y morfologia espermatica), otra para
prueba con CTC y una tercera para la induccién de la RA con ionéforo de
calcio A23187. La suspension de espermatozoides continud en incubacién por
tres horas mas, para posteriormente tomar de nuevo tres alicuotas que se

procesaron en igual forma.
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2.2.4 Pruebacon CTC

Las alicuotas con espermatozoides de secreciones cervical, endometrial
y capacitados in vitro a 1 y 4 horas y con RA estimulo-inducida obtenidas de las
parejas de fertilidad comprobada fueron sometidas a la prueba estandanzada

de CTC.

2.2.5 Evaluacién Morfolégica.

2.2.5.1 Cambios Membranales.

Para evaluar los cambios a nivel de membrana plasmatica en los
espermatozoides de todas las muestras sometidas a prueba con CTC se aplicod
la clasificacién de los patrones de fluorescencia de CTC descritos por Perry y

se calculd el porcentaje de los diferentes patrones desarrollados.

2.2.6 Evaluacion de la Motilidad.

El grado de motilidad desarrollado fue evaluado siguiendo los criterios de
la OMS en las alicuotas separadas para este fin de todas las fuentes de
espermatozoides obtenidas: secreciones de cérvix, endometrio y capacitados a
1 hora y 4 horas in vitro. Los resultados del grado de motilidad fueron

comparados entre las distintas condiciones capacitantes (in vivo e in vitro).

2.2.7 Reaccion Acrosomal Inducida con lonéforo de Calcio A23187.

Todas las alicuotas separadas para esta prueba conteniendo

espermatozoides recuperados de cérvix, de endometrio y los obtenidos
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después de capacitacion in vitro a 1 y 4 horas, fueron procesadas para
induccibn de RA con iontforo de calcio A23187 aplicando la técnica

previamente estandarizada.

2.3 Anadlisis Estadistico.

Se aplico la prueba de X# (paquete estadistico SPSS) y analisis de
vanianza para determinar la variabilidad en la identificacion de los patrones
fluorescentes de Perry como parte de la estandarizacidén de la prueba de CTC.
Para comparar los porcentajes de los patrones CTC, la RA inducida y la
motilidad espermatica entre muestras capacitadas in vitro y las obtenidas de

cérvix y endometrio fue aplicado el andlisis de varianzas.



CAPITULO 3.

RESULTADOS

3.1. Recuperacién e Identificacion de Espermatozoides en

Secreciones de Cérvix y Endometrio.

En la implementacion de la técnica de recuperacién espermatica en moco
cervical se procesaron 47 muestras, de las cuales 22 (46.8%) correspondieron
a MF segqun la clasificacion descrita por la OMS y 25 (53.2%) a MD. De éstas
ultimas, 13 no se procesaron debido a su volumen insuficiente y del resto solo
en 10 se logrd recuperar espermatozoides. En todas las muestras de MF se
recuperaron espermatozoides. En la tabla | se muestran los valores medios de

volumen, cuenta y % de recuperacién para cada tipo de moco.

TABLA |

Recuperacién Espermatica en Secrecion de Cérvix

Tipo de n volimen* cuenta x10° * Recuperacién
moco ml ml swim-up(1.5 mi) %

MF 22 0.36 137  1.12(0.01-8) 68.1

MD 10 0.28 1.39 0.41 (0.003- 3.75) 38.7

*P<0. 05
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De acuerdo a estos resultados se encontrd diferencia significativa en el
volumen y en los valores de cuenta espermatica entre MF y MD, con una mejor

recuperacion en el MF.

Para la implementacién de la técnica de recuperacidon espermatica en
secrecion endometrial se procesaron 36 muestras. En las primeras 12 se aplicé
el protocolo | de recuperacion que consisti6 en mantener el PBS dentro del
(tero entre 1 y 10 minutos antes de ser recuperado, asi como la aplicacién de
vacio para su aspiracién, ademas de provocar sangrado, los porcentajes de
recuperacion de PBS como de espermatozoides con estas condiciones no
fueron muy adecuados. Cuando de aplicé un segundo protocolo, denominado
protocolo |l de recuperacién, se cambid el tiempo pre-aspirado, asi como la
eliminacion del vacio para la aspiracion; dicho cambio produjo una gran mejoria
en la recuperaciéon tanto de PBS como de espermatozoides, ademas de
disminuir en forma importante el sangrado en la paciente. Este ultimo protocolo

fue aplicado en las 24 muestras restantes {(ver tabia Ii).

TABLA I

Protocolos de Recuperacion Espermatica en Secrecion de Endometrio

P mp tpa vacio sangrado rec. PBS (%) rec. espermatica (%)
I 12 1°-10° 4 mod-ab 8 (66.6) 3 (37.9)
W 24 307°-60" no esc-mod 21 (87.5) 14 (67.0)

Total 36 29 (80.0) 17 (58.6)
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De 29 muestras en las que se logré aspirar PBS, en 17, el 58.6% se
obtuvo recuperacidn de espermatozoides, 14 de las cuales procedian del
protocolo Il y 3 del protocolo I.

En la tabla 1l se detalla el volumen de PBS recuperado, nimero de
células (espermatozoides) por volumen de PBS recuperado, el nimero de
células obtenidas después de incubacién (swim-up), el nimero de células
después de aplicar concentracidn-diluciéon y finaimente el % de recuperacidn
espermatica en cada una de las 15 muestras de endometrio procesadas (1 del

protocolo | y 14 del protocolo i1 ).

TABLAII

Caracteristicas de la Recuperacidén Espermatica en Secrecién de Endometrio

N vol. PBSrec. céls/PBS obt. céls / swim-up concentracion % rec.

m céls I vol
1 0.8 120 110 110/0.6 916 |
2 0.3 90 0 40/02 | 444 |
3 0.5 400 400 120/02 | 300 |
4 06 500 330 300/02 | 600
5 0.6 30.000 10.000 _ 33.3
6 0.4 0 — 40/0.2
7 0.5 150 — 120/02 | 80.0
8 0.5 700 — 550/0.2 | 78.5
9 0.2 1.340 _— 1.340/0.3 | 100
10| 03 90 80 40/02 | 444
11 0.4 80 0 40/0.2 50.0
12| o5 50 0 40/0.2 80.0
13| o5 2.000 1.600 — 80.0
14| 05 450 400 240/02 | 53.3
15 0.6 7.000 6.380 — 96.6
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Dependiendo del mimero de células obtenidas asi como el volumen del
aspirado endometrial, se procedi6 a aplicar el método de recuperacion
espematica mas apropiado que permitiera obtener el mayor namero de células.
En las muestras 24, 6-8, 10-12 y 14 se aplicé como método de recuperacién,
la concentracién, que consistié en centrifugar el PBS aspirado a 1,500 rpm por
15 minutos para posteriormente retirar sobrenadante hasta dejar un volumen
de 0.2 mi. Con este procedimiento en la muestra 8, se obtuvo la mayor
concentracion celular, de estas muestras, que correspondié a 550 células/0.2
ml. Debido a su afta concentracion celular, en la muestra 9 se realizd una
modificacién de la técnica que consistié en diluir el aspirado agregando 0.1 mi
de PBS al medio recuperado con lo que se obtuvo una concentracion final de
1,340 célutas/0.3 ml. Las muestras 5, 13 y 15 se trataron en forma directa, es
decir sin concentrar ni diluir debido a que el namero de células originalmente
obtenida, asi como al volumen de PBS aspirado fueron suficientes para
proseguir con las pruebas que se aplicarian posteriormente. Solo en las
muestras 5, 8, 9, 13 y 15 fue posible la aplicacion de las pruebas de CTC y RA

inducida.

El promedio de recuperacidbn espermatica para estas muestras fue de
65.9%, el cual se obtuvo relacionando la cuenta en el aspirado y la obtenida

después del método de concentracién en las 15 muestras de endometrio.
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3.2 Estandarizacién de la Prueba de Clorotetraciclina (CTC).

3.2.1 Clorotetraciclina (CTC)

La CTC es un fluorocromo que requiere condiciones de oscuridad y
congelacion para su preparacion y almacenaje. Ademas es preparado al
momento de su uso para evitar la perdida de su actividad fluorescente. Fue
necesario optimizar la calidad de su filtracion con la finalidad de obtener
soluciones limpias, libres de ruido visual permitiendo una mejor observacion de
la reaccién. Se probaron filtros de 0.4uym y 0.2 ym, resultando estos Gitimos los

ideales para su uso.

3.2.2 Glutaraldehido

Reactivo fijador en cuya preparacion se observaron reacciones de
precipitacion y coloracion que requirieron ser analizadas para probar su efecto

en la prueba de CTC.

Se comprobd que la precipitacibn impedia la apreciacion de la
fluorescencia, fenémeno que fue solucionado filtrando el fijador una vez
preparado, a través de papel filtro Watman # 40. Por otro lado la coloracién
amairillo dorado en que se tornaba el reactivo no interfirié con la identificacion ni
con la reaccion de fluorescencia de la CTC. Esto fue probado al hacer

reaccionar en espemmatozoides capacitados la CTC con y sin el fijador.



3.2.3 Patrones CTC de Perry

Estos patrones fueron primero identificados y posteriormente se cuantificé
el porcentaje de cada uno de los 8 patrones al contar 100 células por frotis en
las muestras de semen capacitado a 1 y 4 horas de incubacion.

3.2.3.1 Identificacion de los Patrones CTC de Perry

En el 95% de los espermatozoides contados fueron identificados los ocho
patrones de fluorescencia CTC que incluyen: EF con una banda brillante de
fluorescencia en la regiéon postacrosomal; EDP que muestra pérdida de la
banda brillante de fluorescencia del patrén EF; DP con una region
postacrosomal no fluorescente y fluorescencia brillante en la porcién anterior de
la cabeza; LDP que muestra un decremento en la region postacrosomal no
fluorescente del patrén DP para formar una banda delgada; ECP con
fluorescencia uniforme y con una regién basal no fluorescente; CP que muestra
fluorescencia uniforme sobre la cabeza espermatica entera y un perimetro y
pieza media brillante; LCP con decremento en la fluorescencia sobre la cabeza
(punteada o uniforme); y RA que muestra pérdida completa de la fluorescencia
sobre la cabeza entera. El restante 5% no se clasificaron en ningin patrén

(fluorescencia irregular). Los ocho patrones CTC son mostrados en la figura |



Patrones de no Capacitacion

EF EDP bP LDP ECP

Patrén de Capacitacion Patrones de Acrosoma Reactivo

CP LCP RA

Figura L. Patrones CTC en Espermatozoides Humanos




3.2.3.2 Variabilidad en la Identificacion de los Patrones de CTC

En la determinacion de la variacién intraensayo para los patrones de
CTC se aplic6 la prueba X¢ a los valores de cada uno de los 8 patrones,
observados en los 6 frotis de cada muestra de semen capacitado de los
pacientes de estandarizacion. Los resultados de este analisis no demuestran
diferencia significativa entre los % de los valores observados en ninguno de los
patrones, lo cual nos permite demostrar que la frecuencia de cada patron

observado fue detectada con un minimo de variacion.

La variacion interensayo se obtuvo al observar ios patrones CTC en dos
muestras de semen colectadas con diferencia de 15 dias en siete varones. Para
este andlisis se aplico la prueba de xi y el andlisis de varianzas a las medias de
cada patrén CTC observadas en la primera y en la segunda coleccion. Segtin el
estadistico Xi 2 no se demostré diferencia significativa que indicara variacion entre
las dos muestras (P< 0.05); sin embargo cuando se realuzo el analisis de
varianzas se encontraron variaciones para la mayoria de los patrones, aunque
estas variaciones se presentaron en tres, de los siete varones estudiados. Asi
mismo los patrones EF y CP fueron los que presentaron variacién solo en un
paciente. Estos resultados indican cierto grado de variacidbn entre las dos
muestras del mismo paciente, lo cudl es aceptable en base a la variacion
inherente en las caracteristicas seminales que se espera para un mismo

paciente.
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3.2.3.3 Patrones CTC en Semen
Los valores promedic de los porcentajes de cada patron CTC
encontrados en las muestras obtenidas a 1 hora y a 4 horas de incubaciéon en

los 7 pacientes para estandarizacién son mostrados en la figura 2.

0 i == Bes Wiss Niss 8
EF | EDP | DP | LDP | ECP | CP
miH| 07 | 1.1 5.1 31 | & | 545 27.8 [P W P o
it | —_— 1T— . el s el
D4H| 04 | 06 | 57 | 33 | 45 | 688 | 247 | 07eeienmns

Figura 2. Patrones CTC en Semen Capacitado1Hy 4 H
Los valores commesponden a la media en % de cada patrén en semen capacitado

Estos resultados indican un aumento significativo en el patrén CP hacia las 4
horas de incubacién, de 54.5 % a 58.5% (P< 0.05). El resto de los patrones, con
excepcion del DP, decrementan sus porcentajes, aunque solo para el patrén LCP,
esta disminucion es significativa, de 27.8% a 24.7% (P<0.05)

3.2.3.4 Patrones CTC en Espermatozoides Recuperados de Cérvix y
Endometrio.

Los valores promedio de cada patrén CTC demostrados en espematozoides

recuperados de cérvix y endometrio de las muestras de estandarizacion son

presentados en la figura 3.
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Figura 3. Patrones CTC en Espermatozoides de Cérvix y Endometrio
Los valores comesponden a la media en % de cada patron en cérvix y endometrio

De acuerdo a estos resultados los porcentajes de los patrones CP y LCP se
invierten respecto a los de semen. Se puede observar que el patron CP es menor
mientras el LCP es mayor en las muestras de endometrio respecto a las de cérvix;
de 52.7% y 49.0% para CP, (P<0.05) y de 24.3% y 33.6% para LCP (P=0.3) en
cérvix y endometrio respectivamente; aunque esta ultima comparacidon no es
estadisticamente significativa. El resto de los patrones aunque muestran valoreﬁ

menores en endometrio su diferencia no es significativa.

3.3 Induccién de la Reaccidon Acrosomal con

londforo de calcio A23187

3.3.1 Reaccién Acrosomal Espontanea e Inducida
Con el fin de determinar la deteccién de la respuesta ante el inductor
artificial de la reaccion acrosomal (ionéforo A23187) se establecieron las

diferencias entre la RA espontanea (RA E), sin inductor y la RA inducida (RAl),
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con inductor, en espermatozoides capacitados in vifro 1 hora y 4 horas, asi
como en los recuperados de cérvix y endometrio, aplicando la prueba de RA
con A23187 en las alicuotas separadas para este fin, en la poblacion de
estandarizacién. En la tabla [V se muestran los valores medios de los
porcentajes de RAE y RAl en semen capacitado 1 y 4 horas y en cérvix y

endometrio de esta poblacion.

TABLA IV

Reaccién Acrosomal Espontanea e Inducida en Semen
Capacitado 1 y 4 horas, en Ceérvix y Endometrio de la
Poblacién de Estandarnizacion

1h* 4hrs. * Cérvix Endometrio

RAE 293x47 254148 243124 340+30

RAI 355+ 35 331x20 256+30 354+29

*P<005

De acuerdo a estos resultados se logré detectar respuesta al inductor
A23187 en forma significativa en las muestras de semen en ambos tiempos de
incubacion (P< 0.05). Por otro lado los valores para cérvix y endometrio no
muestran diferencia que indique respuesta al inductor. Es importante sefalar
que los porcentajes de RAE, encontrados especificamente en endometrio,

fueron los mas altos de estas muestras.



3.3.2 Tiempo de Reaccion del londforo de calcio A23187,

Con el fin de optimizar el tiempo de reaccidn del iondforo de caicio
A23187 para desarollar la RA, fueron probados dos tiempos. Se realizaron 7
ensayos donde espermatozoides capacitados en EBSS durante 1 hora se
sometieron a la prueba de RA inducida (por duplicado) probando la reaccién a
15 minutos y a 1 hora. Para demostrar la RA se aplicé la prueba de CTC y se
observaron los patrones de fluorescencia comparandolos en ambos tiempos.
Los porcentajes del patrén RA en cada tiempo de reaccién en las seis muestras

analizadas se muestran en la tabla V

TABLA V

Reaccidén Acrosomal en dos Tiempos de Reaccidn
con lonéforo de calcio A23187

15 Minutos 1 Hora
(%) (%)
290 26.0
35.1 30.4
20.8 20.9
30.3 346
250 30.0
240 27.0
272 26.8

x=273% X =28.0%

En el analisis de varianzas de estos resultados, aunque no es

significativa la falta de diferencia en el desarrollo de la RA, si el iondforo
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reacciona por 15 minutos o por 1 hora (P<0.8), para fines de optimizar tiempos
se decidi6é por la reaccién de 15 minutos, tiempo que fue aplicado en todas las

pruebas posteriores para Reaccién Acrosomal.

3.4 Recuperacion Espermatica en Parejas de Fertilidad

Comprobada

De 11 parejas de fertilidad comprobada examinadas, 8 fueron incluidas
en esta parte del estudio por presentar caracteristicas que permitieron obtener

una recuperacion espermatica adecuada para su evaluacion posterior (ver tabla

Vi).
TABLA VI
Caracteristicas del Semen y Moco Cervical en Parejas de
Fertilidad Comprobada.
Volumen Cuenta espermitica Motilidad Vitalidad Morfologia
ml x10° ml % % %
Semen 3.16 1298 316 83.4 60.4
(1.94.8) (65-217) (8-54) (75-88) (43-73)
Tipode Moco  Cuenta espermética Cuenta espermatica
x10°vol de moco x10°/vol swuim-up
Moco
Cervical Favorable 1.3 0.36
(0.1-4.48) (0.0008-0.6)

Las variables de volumen, cuenta, vitalidad y morfologia espermatica en

las muestras de semen de esta poblacion se encontraron dentro de las rangos
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de nommalidad que describe la OMS. En el caso del moco cervical, el 100 % de
las muestras presenté caracteristicas de moco favorable y aunado a la buena
calidad del semen se lograron obtener cuentas espermaticas adecuadas para
aplicar las posteriores pruebas. La cuenta espermatica en swim-up se refiere a
las cuentas obtenidas después de someter ias muestras de moco al proceso de
recuperacién con PBS. En la tabla VIl se muestran algunas caracteristicas de la
obtenciéon de muestras de secrecion endometrial. Todas ellas se obtuvieron
aplicando el protocolo Il de recuperacitn, el cuél fue explicado en la parte de
estandarizaciéon. Debido al reducido nimero de espermatozoides observados
en el fresco de los aspirados de endometrio, en éstos se aplicé la concentracion
como método de recuperacion, hasta dejar un volumen de 0.2 ml, el cual fue
suficiente para obtener cuentas espermaticas que permitieron realizar las

siguientes evaluaciones.

Tabla VI

Caracteristicas de Obtencién de Secrecion de Endometrio en Parejas de
Fertilidad Comprobada

N vol. PBS sangrado método de cuenta espermatica
ml recuperacion recuperada x10°/vol.
8 0.38(0.2-0.5) escaso concentracion 0.0012/70.3 m (0.0009-0.002)

Los valores corresponden a [as medias con los rangos entre paréntesis.
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3.5 Semen de Varones Fértiles y su Respuesta a la

Capacitacién in vitro .

Las caracteristicas de las muestras de semen en las parejas de fertilidad
comprobada asi como su respuesta al proceso de capacitacion in vitro se
muestran en {a tabla VIIl. De acuerdo a estos resultados todas las muestras
responden al tratamiento incrementando la motilidad, la vitalidad y la morfologia
espermaticas respecto a los valores observados a los 30 minutos después de

ser colectadas las muestras.

Tabla Viit

Semen de Varones Fértiles y su Respuesta a la Capacitacion in vitro.

% inicial capacitado
30° 1 hora 4 horas

Motilidad 31.6 (9-54) 72.8 (51-97) 57.8 (11-90)

Vitalidad 83.4 (83-88) 02.4 (82-98) 90.4 (75-100)

Morfologia 604 (43-73) 77.0 (71-82) 80.2 (68-93)

Los valores comresponden a las medias en porciento para cada variable con los rangos
entre paréntesis
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3.6 Patrones CTC en Espermas Capacitados in vitro e in vivo en

Parejas de Fertilidad Comprobada.

Al aplicar las técnicas de capacitacion espermatica en semen asi como
las de recuperacibn de espermatozoides en cérvix y endometrio ya
implementadas y estandarizadas, se prosiguié a la evaluacién de la membrana
plasmatica de espermatozoides de dichas muestras en las 8 parejas de
fertilidad comprobada. Para este fin las células recuperadas fueron tratadas con

la prueba de CTC ya estandarizada, aplicando los patrones de Perry. En la

figura 4 se presentan los resultados obtenidos.

| | e [ ra
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O4H 05 | 08 | 57 | a2 | 35 | et | 243 | 03
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Figura 4. Patrones CTC en Espermatozoides Capacitados in vitro e

in vivo de Parejas de Fertilidad Comprobada.
Los valores corresponden a la media en % de cada patron en semen capacitado y en
secreciones de moco y endometrio de 8 varones y sus parejas.

Los resultados en semen indican una variacién minima para los patrones

de no capacitacion EF, EDP, DP y ECP hacia las 4 horas de incubacién
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respecto a los de 1 hora; esta variacién solo es significativa para el patrén ECP
(P<0.05). El patrén LDP practicamente no cambia, con valores de 3.1% a 1
hora y 3.2% a las 4 horas. En forma relevante se puede apreciar el aumento
significativo hacia las 4 horas en el patrén de capacitacion CP de 56.8 % a
61.1% (P=0.01). El patrén LCP (de acrosoma reactivo) se mantiene
practicamente igual en los dos tiempos de incubacion (23.9% y 24.3% a1y 4
horas respectivamente); mientras el RA muestra disminucion, aunque no
significativa ( de 1.3% a 0.3%). Con respecto a los especimenes recuperados
del tracto reproductor femenino lo mas relevante representa el significativo valor
menor en el patrén CP observado en las muestras obtenidas de endometric de
46.2%, comparadas con 54.1% en las de cérvix, (P=0.05); asi como un valor
significativamente mayor para el patron LCP, de 20.8% para cérvix y 37.0 % en
endometrio (P=0.01). Por otro lado, los patrones de no capacitacién (EF, EDP,
DP, LDP y ECP) decrementan sus porcentajes en las muestras de endometrio

respecto a las de cérvix

3.7 Reaccion Acrosomal en Parejas de Fertilidad Comprobada

La RA espontanea e inducida fue evaluada también en
espermatozoides capacitados in vifro y en los recuperados del ftracto

reproductor femenino, resultados que se muestran en la tabla IX.



Tabla IX

Reaccion Acrosomal Espontanea e inducida en Semen Capacitado
1, 4 horas, en Cérvix y Endometrio de Parejas de Fertilidad
Comprobada

1H* 4H* Cérvix* Endometrio

RAE 252+41 247+ 28 209+08 37.8+57

RAl 306+ 21 293+ 16 277144 38.2+ 1.6
*P<0.05
Los resultados anteriores indican una respuesta favorable al inductor

A23187 en semen (1hora y 4 horas) asi como en las células recuperadas de
cérvix, aunque en el endometrio esta respuesta aparentemente no se logré
demostrar. Sin embargo cuando se compararon la RA Espontanea y la RA
Inducida entre las células obtenidas de cérvix y de endometrio, se demostraron
diferencias significativas que respaldan los incrementos porcentuales en las
muestras de endometrio respecto a las de cérvix; 20.9 % vs 37.8% para RAE en
cérvix y endometrio respectivamente (P<0.001) y 27.7% vs 38.2% para RAl en
cérvix y endometrio respectivamente (P< 0.01). Estas diferencias se pueden
explicar en base a la diferente accion del tracto reproductor femenino sobre el

metabolismo del espermatozoide.,



41

3.8 Motilidad, Vitalidad y Morfologia Espermaticas en

Parejas de Fertilidad Comprobada.

Los valores de motilidad, vitalidad y morfologia espermética en semen

capacitado in vifro, en moco cervical y en endometrio se ven resumidos en la tabla

X.
Tabla X
Motilidad, Vitalidad y Morfologia Espermaticas en Parejas de Fertilidad
Comprobada
Capacitados invitro Capacitados invivo
% 1 hora 4 horas Cérvix Endometrio

Motilidad 72.8 (51-97) 57.8 (11-90) ** 33.0 (14-47) 55.5 (30-82)
Vitalidad 92.4 (82-98) 90.4 (75-100) 85.4 (75-95) 86.6 (62-96)

Morfologia 77.0(71-82) 80.2 (68-93) ** 81.7 (73-92) 95.0 (84-96) *

*P<0.05
= P=0.1

Los valores corresponden a las medias en % para cada variable con los rangos entre paréntesis.

De acuerdo a estos resultados la motilidad, la vitalidad y la morfologia
espermaticas presentan diferencias al comparar sus valores en el semen
capacitado 1 hora contra los de 4 horas, observando disminucion para |a
motilidad e incremento en la morfologia (P=0.1); por otra parte los % de
motilidad y morfologia espermaéticas se incrementaron en las muestras de
endometrio comparadas con las de cérvix, aunque solo para la morfologia este

aumento fue significativo, (P<0.05).
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CAPITULO 4

DISCUSION

Los estudios realizados acerca de los cambios que sufre el
espermatozoide durante su trayecto a través del canal cervical y posteriormente
del endometrio y de las trompas de Falopio, comprenden desde los bioensayos
de Edwards en 1969, quién inicialmente demostrd, en conejos, el premrequisito
de la capacitacion espemmatica para lograr la fertilizacién, hasta pruebas de
inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos monoclonales para detectar la

RA (16,33).

En el presente trabajo de tesis se llevaron a cabo pruebas que lograron
evaluar el estado morfofisiolégico del espermatozoide que ha sido sometido a
capacitacion in vitro e in vivo con la finalidad de demostrar y comparar la accion

capacitante de los fejidos cervical y endometrial en el humano.

Se implementaron técnicas que permitieron recuperar espermatozoides
a partir de las secreciones de c¢érvix y endometrio y para ello se procesaron y
compararon las concentraciones espermaticas recuperadas en muestras de
moco cervical de buena y de mala calidad. Gould y cols. en 1984 describen una

técnica de recuperacién que donde el moco es incubado hasta por 1 hora bajo
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atmosfera de 5% de CO’ y posteriormente es hidratado en medio BWW,
ademas de ser sometido a centrifugacion (37); consideramos que este
procedimiento puede afectar notablemente la calidad del espermatozoide. Por
otro lado Lambert en su estudio, con el uso de PBS como medio de
recuperacidbn de espermatozoides, sugiere que el moco permite un estado
avanzado de capacitacion y que los efectos difieren in vivo de in vitro(28).
Nosotros utilizamos este mismo medio para la recuperacion de
espermatozoides al consideraria la mejor forma de mantener las condiciones in

vivo requeridas para comprobar nuestra hiptesis.

La técnica de recuperacién espemmatica que se utilizd pemitié obtener
cuentas de 1.12 x 10° células/ 1.5 ml, en moco favorable y de 0.41x10°
células/ 1.5 m! en moco desfavorable, ademas de consideraria mas fisiologica y

menos agresiva.

La recuperaciéon espermatica en secrecién de endometrio no ha sido
documentada para aplicar pruebas especificas de funcion espermatica. Existe
la referencia de una prueba de aspiracion uterina como complemento de la
prueba post-coito, donde el aspirado solo es revisado sobre un portaobjetos
para observar el nimero y movilidad de los espemmatozoides(38). Sin embargo
en ella no se describe evaluacion de mas pruebas de funcidon espermatica. La
técnica de recuperacion en endometrio implementada en el presente trabajo de
investigacion, demostrd su eficacia al lograr aspirar PBS en 29 de 36 muestras
(80.0%), 21 de las cuadles fueron obtenidas aplicando el protocolo il de

recuperacion, de éstas, en 15 se logré recuperacion de espermatozoides.
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Finalmente solo en § de estas 15 se obtuvieron cuentas espermaticas

suficientes para aplicar las pruebas de CTC y de RA Inducida .

Cuando se aplicaron estas técnicas ya estandanzadas a las pacientes
de fertilidad comprobada, en vista de que se trataban de mujeres con
caracteristicas de owvulacion, fue posible obtener cuentas espermaticas
adecuadas que permitieron demostrar en las células el estadio de capacitacion

y de RA alcanzado.

La prueba de Clorotetraciclina CTC, utilizada desde hace afios para
evaluar y demostrar el estado de capacitacion espermatica(32,33), fue
estandarizada y aplicada en la evaluacibn del estado fisiolégico del

espermatozoide capacitado in vitro e in vivo logrando clasificar los 8 patrones

descritos por Perry EF, EDP, DP, LDP, ECP, CP,LCPyRA .

Cuando se analizaron los patrones en semen se encontrd que los
patrones de no capacitacion EF,EDP, LDP y ECP, asi como el LCP y el RA
decrementan sus porcentajes hacia las 4 horas de incubacion, con respecto a
los valores de 1 hora, mientras el patron de capacitacion CP se eleva
significativamente. No se han reportado trabajos cientificos donde se apliquen
los patrones descritos por Perry para observar el estado de capacitacion en
poblaciones espermaticas con las caracteristicas de nuestra poblacién de

estandarizacion.

Cuando se evalué la variacién en la identificacion de los 8 patrones CTC

ésta fue minima al no encontrarse diferencia significativa entre los porcentajes
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de dichos patrones en los 7 pacientes . Por otro fado la variacién interensayo
encontrada se puede considerar aceptable en base a las diferencias
esperadas en muestras de semen segun describe Rogers (25) cuando reporté
la existencia de cierta variabilidad inter donador, lo que se puede asociar
también con la variacion demostrada en los valores para cuenta espermatica
encontrados en un mismo paciente evaluado cada 15 dias a lo largo de un
periodo de 2 y medio afos, reportado por la OMS(35). Estos resultados
permiten aceptar las variaciones encontradas para los pafrones de CTC,
ademas de mencionar que se presentd variacion inter ensayo en no mas de
tres pacientes de los 7 que se analizaron, con la relevancia que para el patrén

CP esta variacion solo se manifestdé en una muestra.

Perry y Lee, en una poblacion de varones fértiles, reportan disminucién a
través del tiempo de todos los patrones de no capacitacién (EF,EDP,DP,LDP y
ECP) con elevacion que se mantuvo hasta las 4 horas de incubacion de los
patrones de capacitacion (CP, LCP y RA) (32,33). En nuestra poblacién de
estandarizacién (pacientes de infertiidad) es posible que caracteristicas
intrinsecas de las células induzcan un comportamiento diferente, lo que

explicaria algunas de estas discrepancias.

Al revisar los resultados de la evaluacibn en espermatozoides
recuperados de muestras del tracto femenino, se encontré que el valor del
patron CP es menor y el LCP mayor en las muestras de endometrio

comparadas con las de cérvix. La falta de informacién documentada acerca de
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la aplicacion de estas pruebas en células recuperadas bajo estas condiciones

nos impide comparar estos resultados.

En el uso de fa prueba de inducciéon de ia reaccidn acrosomal se han
reportado diferentes tiempos para la reaccion del ionéforo de calcio A 23187,
que van desde 3 horas hasta 15 minutos(17,31,33). Como parte de la
implementacion de esta prueba fue optimizado el tiempo de reacciéon del
inductor, comparando 15 minutos contra 1 hora. Cuando se probé la accion del
reactivo se decidié por ef menor tiempo, en base a que no se encontrd
diferencia significativa entre ambos. Este tiempo fue aplicado posteriormente en

todas las pruebas de Induccién de la RA.

En la deteccion de la respuesta al lonéforo de calcio A23187se
analizaron las diferencias entre RA Espontanea e Inducida en espermatozoides
de semen capacitado 1 hora y 4 horas, asi como en los recuperados de cérvix y
de endometrio. Lee utilizd iondforo A23187 y zona pellacida de raton
solubilizada con &cido como inductores de la reaccién acrosomal, aunque logré
detectar respuesta favorable con ambos, solo la aplicé en semen incubado por
3 horas en medio de BWW con 3mg/ml de ASH' (32). Asi mismo Kholkute
detectd incremento significativo entre la RAE y la RAl en semen de hombres
nNOrMozospérmicos, astenozospérmicos y oligozospérmicos incubados en BWW
conteniendo 40 mg/ ml de ASH por cuatro horas(31). Nuestros resultados
indican deteccion de la respuesta al inductor en las muestras de semena 1y 4
horas de incubacion; la evaluacibn en estos dos periodos de incubacién

coincide con los tiempos evaluados con la prueba de CTC en las muestras
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capacitadas in vitro, asi como basados en la referencia de tener un tiempo de
capacitacion minimo para lograr la induccion de la RA con A23187. La
respuesta en la RAI no se logrd detectar en las células obtenidas de cérvix y de
endometrio, sin embargo los porcentajes de reaccion acrosomal espontanea
encontrados en endometrio son los mas altos en esta poblacion. Es probable
que lo anterior sea debido a las caracteristicas en el estado de fertilidad de

estas pacientes que se reflejé en esta falta de respuesta.

La reaccion acrosomal no ha sido estudiada en espermatozoides
recuperados de cérvix ni de endometrio humanos, por lo que nuestro trabajo es
el primero que logra aplicar esta prueba funcional en dichas células, aportando

asi informacién valiosa sobre la fisiologia reproductiva.

Con las diferentes técnicas y pruebas estandarizadas se prosiguié a
aplicarlas en la recuperaciéon y evaluacion morfofisiologica de espermatozoides
en cérvix y endometrio, asi como de los sometidos a proceso de capacitacion

in vitro, en las muestras de las parejas de fertilidad comprobada.

Las cuentas espematicas recuperadas en moco cervical oscilaron entre
0.0008x10° y 0.6x10°/1.5 ml de medio de recuperacion, dichas cuentas son
comparables con las reportadas por otros autores(28,37) . En base a que estas
cuentas celulares fueron suficientes para la realizacion de las pruebas
funcionales subsiguientes (capacitacion y RAI), se pueden tomar como
referencia para considerar una muestra candidata para evaluacion

morfofisiolégica aplicando pruebas como la de CTC. El porcentaje de muestras
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de moco cervical que se lograron incluir con recuperacidn espermatica
adecuada, fue del 44.4%, sobrepasando ampliamente el 10 % reportado por
Overstreet y Gould, aunque elios obtuvieron las muestras de moco cesvical
después de inseminacién artificial aplicandolas para pruebas de
penetracion(37). Lambert y cols., quienes lograron recuperar espermatozoides
del moco cervical, también obtenido después de inseminacién artificial, no
mencionan el numero de muestras procesadas (28). Por otro lado es relevante
para nuestro trabajo la implementacion de una técnica para obtener secrecion
de endometrio, la cual es rapida, causa minima molestia a la paciente y permite
recuperar espermatozoides en condiciones adecuadas para someterlos a
pruebas especificas. La literatura no describe métodos de recuperacion
espermatica por aspirado de secrecion endometrial, que refiera su aplicacion en
pruebas funcionales, a este respecto nuestros resultados indican la posibilidad
del uso de una técnica segura y Util que permite evaluar la funcién espermatica
en células obtenidas de estructuras como el endometrio. Sin embargo es
importante sefialar que el éxito de fa recuperacién depende, ademas de una
buena técnica, de un factor seminal (cuenta, y motilidad), cervical y endometrial

normales, lo que caracteriza a esta poblacion de estudio.

En forma reciente se han publicado informes del efecto del fluido
folicular(39) en la motilidad, la fusion de prostasomas para estimular la reaccion

acrosomai(40) y una nueva forma de evaluar el estado acrosomal(41) .

Los valores de volumen, cuenta, motilidad y vitalidad y morfologia en

semen, asi como las caracteristicas de todas las muestras de moco cervical,
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clasificadas como moco favorable, fueron las esperadas para una poblacion
fertil(35). Se puede considerar que tales condiciones de calidad en todas las
muestras estudiadas de esta poblacibn pemitieron recuperar cuentas
espermaticas en moco cervical y en endometrio suficientes para evaluar
posteriormente su estado morfofisiolégico al aplicarles las pruebas de CTC y
RAI

El método de capacitacion espermatica utilizado logré mejorar la calidad
del semen en todas las muestras estudiadas, esto en base a las mejorias
encontradas en los porcentajes de motilidad, vitalidad y morfologia post-
capacitacion. La decisién de evaluar el semen a 1 y 4 horas de incubacion
tuvo como propdsito igualar el tiempo de contacto del esperma en el tracto
femenino durante la prueba post-coito semejando las condiciones del
tratamiento de capacitacion espemmatica. La otra finalidad consistié en
comparar los patrones de CTC en espermatozoides capacitados in vitro en
esos tiempos de incubacion con los obtenidos in vivo (de cérvix y endometrio), y
de esa forma determinar el estadio de capacitacién desarrollado en las distintas
condiciones. Perry evalud la capacitacidon espermética in vitro cada hora
durante 8 horas detectando frecuencias caracteristicas de los distintos patrones
CTC en semen de varones fértiles. Sin embargo no se han reportado estudios
que apliquen esta prueba (CTC) en espematozoides recuperados de cérvix o
endometrio, que traten de explicar la fisiologia de estas células en dichos

microambientes.
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La aplicacién de la prueba de CTC para la evaluacién de los cambios a
nivel de la membrana plasmatica de espermatozoides capacitados in vitro e in
vivo en las parejas fértiles amoja resultados interesantes. En semen se
detecté disminucién de los patrones de no capacitacion (EF,EDP,DP y ECP)
que aunque solo fue significativa para el patrén ECP, se considera a este
comportamiento comparabie con los reportes de Perry para esos patrones (33 ).
Los valores de estos patrones observados en el tracto femenino indican de

igual manera una tendencia a su disminucién en endometrio respecto al cérvix.

En la evaluacion de los patrones de capacitacion en semen se encontrd
incremento significativo para el patron CP hacia las 4 horas ( de 56.8% a
61.1%), mientras el LCP no se modificé y el RA disminuyé aunque sin
significado estadistico. Pefry report6 elevacion para estos tres patrones a través
del tiempo, lo que nos permite considerar cierta medida de concordancia con

nuestros resultados (33).

Cuando se evaluaron los porcentajes obtenidos del tracto femenino se
encontré que el patron CP, por el contrario con el semen, presenta valores
significativamente menores en endometrio comparados con los de cérvix,
mientras el LCP se incrementé en forma considerable. Se puede explicar este
comportamiento si deducimos que el tejido endometrial induce a la desaparicion
del estadio de capacitacibon CP incrementando a su vez el LCP. Es probable
que tales diferencias sean promovidas por las distintas condiciones del
microambiente con el que se encuentra en contacto el espermatozoide in vitro e

in vivo, como pueden ser diferente concentracion de nuirientes, moléculas y
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iones, lo que conlieva a demostrar los diferentes efectos que proveen sobre el

espermmatozoide los dos tipos de tratamientos.

En la evaluacion de la RA fue posible demostrar respuestas favorables
al ionéforo A23187 como inductor de la reaccion acrosomal tanto en semen
como en cérvix, respuesta que en endometrio aparentemente no se detect6.
Kholkute y Lee(31,32) en sus reportes describen valores para RA inducida en
semen de 30 £ 7.2 y 31.3 + 45 respectivamente y a pesar de que las
condiciones de incubacién no fueron las mismas, sus valores son comparables
con los nuestros. Sin embargo no se han reportado‘ frabajos donde se evalie
la RA en células obtenidas del tracto reproductor femenino de tal manera que
nuestros hallazgos a este respecto resultan una aportacion cientifica importante
que puede ampliar el conocimiento acerca de la fisiologia de este tejido. La falta
aparente de respuesta del endometrio hacia el inductor artificial podria tener
explicacion al considerar que este tejido en fooma espontanea pueda inducir
una accién importante sobre el acrosoma del espermatozoide, por lo que los
valores de RA espontanea detectados mediante 1a prueba de CTC son mas
elevados que los observados en semen capacitado in vitro y en el cérvix, de tal
forma que no es posible incrementarlos mas a pesar de la presencia del
A23187. Es posible que el mismo endometrio induzca un estado tan avanzado
de capacitaciéon que el espemmatozoide alcanza a desarrollar estos valores de

RA que no habian sido demostrados nunca antes.

Las diferencias estadisticas encontradas para la motilidad, !a vitalidad y

la morfologia espermaticas entre el semen capacitado a thora y a 4 horas
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aparentemente no se asocian en forma directa con los cambios en los patrones
de CTC en esos mismos tiempos de incubacién, pues mientras los patrones de
no capacitacion disminuyen, el de capacitacion {(CP) aumenta en forma
importante. Sin embargo las tres variables se ven incrementadas en fas
muestras de endometrio respecto a las de cérvix, lo cual si se asocia con la
desaparicién del patrén CP , la elevacion del LCP y los valores altos de RA
inducida en endometrio; este hallazgo puede representar un posible estado mas
avanzado de capacitacion inducido por ese tejido. Este comportamiento
permite explicar la posible accién progresiva promovida por el microambiente
del tracto reproductor femenino induciendo cambios bioquimicos en el
espermatozoide reflejados en cambios fisiolégicos, que se traducen en una

mejoria en su calidad.



CAPITULO &

CONCLUSIONES

Se logrd la innovacion de una técnica por aspirado para obtener
secrecion de endometrio, la cudl es segura, rapida, inocua, causa
minima molestia para la paciente, ademas de que permite recuperar
espermatozoides en condiciones adecuadas para someterios a
pruebas funcionales.

Se estandarizé la prueba de CTC para membrana plasmatica en
espermatozoides, logrando identificar los 8 patrones fiuorescentes de
Perry..

Se implementé la prueba de RA inducida con lonéforo de calcio
A23187 aplicada a espemmatozoides capacitados in vitro y a
recuperados de moco cervical y secrecion de endometrio.

Los espermatozoides capacitados /in vitro e in vivo desarrollan
estadios de capacitacion especificos, identificados por ios patrones de
Perry aplicando la prueba de CTC.

Los tejidos cervical y endometrial inducen estadios de capacitacion
espermatica en proporciones diferentes que el tratamiento in vitro.

El tratamiento de capacitacién in vitro induce la elevacion del patrén

de capacitacién CP hacia las 4 horas de incubacion.
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7. El tejido endometrial induce la disminucion del patron CP e
incremento de! LCP respecto al cérvix.

8. Espematozoides capacitados in vitro y recuperados del cérvix
responden favorablemente ala induccién de la RA con lonéforo de
calcio A23187.

9. Espematozoides recuperados de endometrioc presentan un estadio
de capacitacion mas avanzado respecto al cérvix, el cual se demostré
por los valores del patron RA desarrollados en ese tejido en forma
espontanea.

10. La calidad en la motilidad, la vitalidad y la morfologia espermaticas

se incrementa en el endometrio respecto al cérvix .

Estos hallazgos pemmiten validar la hipdtesis de investigacion del
presente trabajo al comprobarse que los tejidos endometrial y cervical humanos
promueven la capacitacién, la cual se demostrd aplicando pruebas funcionales

como la prueba de CTC y .la induccién de la reaccidn acrosomal

Asi mismo se logrd comprobar que los estadios de capacitacion
alcanzados por el espemmatozoide después de contacto con cérvix y
endometnio son diferentes en cada uno de ellos y progresivos en su ruta

biolégica.



