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RESUMEN En las hembras de hámster Sirio dorado (Mesocricetus auratus) el número promedio de ovocitos que se ovulan es de 10, los cuales tienen una vida fértil máxima de 13 horas. Se ha observado, que en sus oviductos, existen ovocitos degenerados (OD) provenientes de ovulaciones previas, los cuales permanecen en presencia simultánea de los ovocitos potencialmente fértiles (OPF) producto de la ovulación reciente, en el sitio de la fecundación, sin que se conozca, el significado o efecto fisiológico de este fenómeno. Por ello, decidimos investigar si los OD pueden atraer por quimiotaxis a los espermatozoides. Por lo cual utilizamos un sistema de microcanal con medio HTF. En los pozos de salida (A y B) del microcanal, se colocaron indistintamente  4 OD y 4 OPF, y se incubaron  durante 2 horas. Se colocaron 140,000 espermatozoides previamente capacitados en el pozo de entrada y se volvió a incubar.   15 minutos después se obtuvieron y contaron los espermatozoides  de los pozos A y B, los cuales fueron en cantidades semejantes (113 vs 124 espermatozoides, p>0.05) mostrando un efecto similar sobre la quimiotaxis. En otros experimentos se alternó en los pozos de entrada sin colocar ovocitos. Los espermatozoides que se encontraron en el pozo de salida sin ovocitos se normalizaron al 100%, de ahí que los que salieron cuando se pusieron 4 OPF fueron 116%, en tanto que los que tuvieron OD fue de 129% (p>0.05). A pesar de no alcanzar significancia la tendencia es que los OD atraen en mayor cantidad a los espermatozoides.  Se concluye que los ovocitos degenerados contribuyen a la emisión de señales para la quimiotaxis de los espermatozoides que dirigidos hacia los ovocitos potencialmente fértiles, harán que tengan una mayor oportunidad de lograr la fecundación.  
1. INTRODUCCIÓN  Las hembras hámster sirio dorado alcanzan la pubertad al mes y medio de edad, a los 6 meses se consideran adultas y a partir de los 10 meses senescentes (Soderwall et al,. 1960). En promedio cada hembra libera 10 ovocitos, los cuales dentro del oviducto tienen una vida fértil máxima de 13 horas, al cabo de las cuales comienzan a envejecer sufriendo cambios a nivel morfológico, celular y molecular (Liang et al,. 2009) que los conducen a la muerte celular ocasionando una fragmentación del citoplasma, del núcleo y el agrandamiento de la zona pelúcida, momento en que estos ovocitos se les denominan degenerados  (OD) (Takase, 1995). Los OD han sido  descritos por Parkening en 1976 en hámster sirio dorado de 14 a 17 meses de edad y en ratones de 12 a 17 meses, dentro del oviducto (área ampulo-ístmica) y que permanecen junto con óvulos fértiles (correspondientes al ciclo). Se ha visto en otros reportes que se han identificado OD dentro del oviducto en otras especies de mamífero como en yegua, burro (Steffenhagen et al., 1972 y David, 1975) y en murciélago (Rasweiler en 1979), recientemente fueron encontrados por Ambríz et, al., en 2013, en hembras hámster sirio dorado mayores de 8 meses de edad. Dado este hecho vale la pena preguntar ¿cuál puede ser la función de los OD en el oviducto?, Es posible que los OD puedan atraer mediante quimiotaxis, a los espermatozoides y esto aumente la eficiencia en la reproducción de las hembras adultas, tal como las moléculas secretadas por los óvulos fértiles (por ejemplo. estrógenos) sirven  como quimioatrayentes de espermatozoides, El objetivo del presente trabajo fue  conocer si los OD ejercen un efecto de quimioatracción sobre los espermatozoides en un sistema in vitro. 
2. MATERIAL Y MÉTODO  A un grupo de hembras hámster sirio dorado (Mesocricetus auratus) mayores de 8 meses de edad y 179±11gr de peso promedio, mantenidas en bioterio con fotoperiodo (14hrs.Luz/10hrs obscuridad) y alimentadas con nutricubos Harlan ad libitum, se les hizo el seguimiento de la regularidad de los ciclos estrales. En la tarde del estro fueron sacrificadas, posteriormente mediante disección se obtuvieron los ovarios y oviductos. Se realizó la perfusión de cada uno de los oviductos con 1ml de HTF (Human Tubal fluid) suplementado con 0.3%BSA (Bovine Serum Albumin) bajo el microscopio estereoscópico. Los óvulos fértiles y degenerados fueron colectados y lavados con 1ml de medio fresco suplementado (HTFs) por tres ocasiones. Se colocaron los ovocitos en las cámaras de microcanal para migración espermática con 5µl de medio HTFs, bajo tres tratamientos:
	Tratamiento
	Pozos de microcanal
	Ovocitos colocados

	1
	Pozo A
	4 fértiles

	
	Pozo B
	4 degenerados

	2
	Pozo A
	4 fértiles

	
	Pozo B
	0 

	3
	Pozo A
	4 degenerados

	
	Pozo B
	0 


Las cámaras de microcanal fueron colocadas a su vez,  en cámara húmeda e incubadas por 2 horas a 37°C y 5% CO2. A una hora de incubación de estos microcanales, se sacrificó un hámster macho sirio dorado de 6 meses de edad.  Mediante una biopsia de la cola de epidídimo se obtuvieron dos muestras pequeñas de tejido /(1/8), colocadas independientes  en tubos (1 y 2) con 1ml de HTFs e incubadas a 37°C y 5% CO2.  A los 30 minutos, se evaluó la muestra espermática  considerando la movilidad masal, movilidad individual y concentración. Solo se utilizaron aquellas muestras con valores satisfactorios. El tubo 2 fue centrifugado a (300rpm/3min), el sobrenadante se colocó (45µl) en todo el cuerpo de los microcanales. A las 2 horas de incubación de los ovocitos (condicionamiento del medio) se colocó en el pozo de entrada,  una muestra espermática (2µl con 140,000 espermatozoides) procedente del tubo 1. Los microcanales fueron incubados durante 15 minutos (37°C y 5% CO2).  Se sacaron y se tomó bajo el microscopio estereoscópico, una muestra de 2µl, de los pozos de salida (A y B) y se colocaron de manera independiente en portaobjetos que fueron observados bajo el microscopio óptico a 40x para conteo  y registro del número de espermatozoides obtenidos.  Los resultados fueron comparados con t-Student y ANOVA seguida de Kruskall-Wallis,  considerando diferencias significativas con una p<0.05.
3. RESULTADOS Y DISCUSION

La quimiotaxis hacia los espermatozoides en mamíferos es un tema controversial, pues si bien existen investigaciones que la apoyan, hay otras muchas que aseguran que el proceso de migración espermática en animales de fecundación interna ocurre preferentemente al azar. Los que apoyan la quimiotaxis y quimiocinesis en mamíferos sostienen que las moléculas liberadas en el líquido follicular de manera muy cercana a la ovulación y durante ésta, contienen preferentemente las señales propias para atraer a los espermatozoides, asi como lo hacen otras moléculas producidas por el propio ovocito. De esta manera sostienen que el arribo de los espermatozoides será preferentemente a aquél lado del aparato reproductor donde se encuentre el (los) ovocitos(s) disponibles y fértiles. Claro es que cuando se trata de animales que ovulan en ambos ovarios y sus ovocitos llegan a ambos oviductos, la atracción será hacia ambos, pero ahora preferentemente hacia donde las señales de atracción sea mayor.  En el presente estudio, cuando en los pozos de salida se colocaron ovocitos fértiles vs degenerados,  la migración de los espermatozoides en la cámara de microcanal, fue en cantidades similares (t-Student,  p=0.67), lo que pone de manifiesto que tanto los ovocitos fértiles como los degenerados,  tienen liberación de substancias que atraen a los espermatozoides en cantidades similares. (Fig 1).
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Cuando se hicieron experimentos colocando ovocitos fértiles o degenerados en uno de los pozos de salida y en el otro pozo  no se colocaron ovocitos, el resultado fue que los espermatozoides migraron desde el pozo de entrada hacia todos los pozos de salida, pero preferentemente lo hicieron hacia los pozos con ovocitos. Se ajustó como el 100% al número de espermatozoides que migraron hacia el pozo sin ovocitos, en tanto los pozos de salida con ovocitos también se expresaron en esta orden de magnitud a fin de  hacerlo comparativo (Fig 2) De ahí se obtuvo que los espermatozoides que migraron en el pozo de los ovocitos fértiles fue de 116%, es decir un 16% mayor que el pozo sin ovocitos, en tanto que para el pozo de salida con los ovocitos degenerados, la migración fue de 129%, esto es, 29% mayor que el pozo sin ovocitos y 13% mas que el de los ovocitos fértiles (Figura 3), lo que comprueba que los ovocitos degenerados si tienen efecto de quimiatracción hacia los espermatozoides y de mayor magnitud del que ejercen los ovocitos fértiles, pero sin alcanzar valores significativos (p>0.05).  
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Fig. 3 Porcentaje comparativo de salida de espermatozoides
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Cabe mencionar que de los 140,000 espermatozoides que se colocaron en el pozo de entrada y después de 15 minutos de incubación, el total de espermatozoides contados en los pozos de salida, fueron apenas el 0.17%,  esto debido a que no todos los espermatozoides  se movilizan a la misma velocidad y al mismo tiempo, además de que toda muestra de espermatozoides está constituida por subpoblaciones que tienen diferencias anatómicas y fisiológicas.  

4. CONCLUSIÓN  Dados estos resultados en los que se observó una preferencia en la migración de espermatozoides hacia óvulos degenerados, se confirma que si ejercen un efecto sobre la quimiotaxis y dado que se encuentran de manera simultánea a los ovocitos fértiles en el sitio de la fecundación, es probable que colaboren para él.  
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Fig 1. Número de espermatozoides (±EE)  en pozo 
de salida A (con 4 ovocitos fértiles) y B (4 ovocitos degenerados) en cámara de quimiotaxis.
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Fig 2. Número de espermatozoides (±DE) en pozos de salida A (4 ovocitos) y B (0 ovocitos) en camara de quimiotaxis.
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Fig. 3 Porcentaje comparativo de salida de espermatozoides en pozos con 0 ovocitos,  4 fértiles o 4 degenerados en camaras de quimiotaxis.




