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RESUMEN ESTRUCTURADO.

Motivo.

En los ultimos afos, se ha producido un notable incremento del interés de las mujeres y de
las parejas en la identificacion de la ventana fértil con el propésito de concebir.

La determinacion de un parametro bioquimico preovulatorio que permita identificar de
forma precisa y anticipada el momento en el que se produce la ovulacion, posibilitaria la

identificacion de la ventana de fertilidad combinada de un modo mas preciso.

Hipotesis de trabajo.

La enzima lisozima, un agente perteneciente a la inmunidad general del organismo, junto
a otros enzimas que estan presentes en el Moco Cervical (MC), se comportan como
parametros bioquimicos preovulatorios que pueden identificar de forma precisa y

anticipada el momento en el que se produce la ovulacion.

Objetivos.
Objetivo Principal

- Analizar las variaciones de la enzima lisozima en MC durante los primeros dias del

ciclo menstrual.
Objetivos Secundarios

- (1) Analizar las variaciones de las proteinas presentes en el MC durante los
primeros dias del ciclo menstrual.

- (2) Identificar posibles biomarcadores de la ovulacion.

- (3) Detectar la presencia de células precursoras de Z en las muestras de MC
observadas al microscopio 6ptico y analizar posibles diferencias en la composicion

proteica de las muestras en las que esta presente.

Material y métodos

Se recogen muestras de MC, procedentes de la luz del canal cervical, de mujeres en
edad reproductiva, en tres dias diferentes del mismo ciclo.

Las muestras han sido analizadas y clasificadas en primer lugar por microscopia optica.
Posteriormente, se realizo el analisis por espectrometria de masas de alta resolucion y el
analisis bioinformatico para determinar los cambios in vivo de la composicién proteica del
MC.
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Resultados principales.

El MC experimentd cambios ciclicos en su composicion biofisica que se evidenciaron con
cambios en los patrones cristalograficos observados al microscopio 6ptico.

Asi mismo, el analisis protedmico revelé cambios en la composicion proteica del MC
durante el ciclo. Las variaciones en la composicion proteica de las proteinas del MC en la
fase ovulatoria, incluyeron un descenso significativo en la abundancia de

inmunoglobulinas y otras proteinas implicadas en la defensa.

El analisis protedmico de las muestras del presente estudio ha permitido la identificacion
de 48 proteinas. De las cuales 26 serian susceptibles de convertirse en parametros

preovulatorios, en biomarcadores de la ovulacion.

El estudio microscopico permitié la identificacion de células precursoras Z producidas por

las glandulas del istmo uterino.

Conclusiones.

- Laenzima lisozima experimentd un descenso significativo en su abundancia en
MC durante los primeros dias del ciclo menstrual.

- El analisis de las variaciones de la abundancia de las proteinas cervicales durante
los primeros dias del ciclo menstrual, evidencié un descenso significativo en la
abundancia de dieciocho proteinas y un incremento significativo en ocho
proteinas.

- Lalisozima, un agente perteneciente a la inmunidad general del cuerpo, presente
en el MC, podria considerarse, junto con otros, un posible biomarcador de la
ovulacion.

- Se detecta la presencia de células precursoras de Z en una de las muestras de
MC observadas al microscopio 6ptico. Se identificaron diferencias en la
composicion de las muestras. En el grupo de las muestras en las que estaban
presentes las células precursoras de Z se evidencio la presencia de proteinas

cuya abundancia estaba significativamente elevada.
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STRUCTURED SUMMARY.

Rationale.

In recent years, there has been a notable increase in the interest of women and couples in
identifying the fertile window for the purpose of conceiving.

The determination of a pre-ovulatory biochemical parameter that allows the precise and
anticipated identification of the moment in which ovulation occurs would allow the

identification of the combined fertility window to be more precise.

Hypothesis.

The enzyme lysozyme, an agent belonging to the general immunity of the body, together
with other enzymes that are present in the Cervical Mucus (MC), behave as pre-ovulatory
biochemical parameters that can identify precisely and in advance the moment in which the

ovulation occurs.

Objectives.
Main objective
- Analyze the variations in the abundance of the lysozyme enzyme in MC during the

first days of the menstrual cycle.

Secondary Objectives
- (1) Analyze the variations of the proteins present in the MC during the first days of
the menstrual cycle.
- (2) Identify possible biomarkers of ovulation.
- (3) Detect the presence of Z precursor cells in MC samples observed under the
light microscope and analyze possible differences in the protein composition of the

samples in which it is present.

Material and Methods.

MC samples are collected from the lumen of the cervical canal from women of reproductive
age, on three different days of the same cycle.

The samples have been analyzed and classified first by light microscopy.

Subsequently, high resolution mass spectrometry analysis and bioinformatic analysis were

performed to determine the in vivo changes of MC protein composition.
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Main results.

The MC underwent cyclical changes in its biophysical composition that were evidenced by
changes in the crystallographic patterns observed under the light microscope.
Additionally, the proteomic analysis revealed changes in the protein composition of MC
during the cycle. Variations in the protein composition of MC proteins in the ovulatory phase
included a significant decrease in the abundance of immunoglobulins and other proteins
involved in defense.

The proteomic analysis of the samples of the present study has allowed the identification of
48 proteins. Of which 26 may be capable of becoming pre-ovulatory parameters,
biomarkers of ovulation.

The microscopic study allowed the identification of precursor Z cells produced by the glands

of the uterine isthmus.

Conclusions.
- The enzyme lysozyme experienced a significant decrease in its MC’s abundance

during the first days of the menstrual cycle.

- The analysis of the variations in the abundance of cervical proteins during the first
days of the menstrual cycle, showed a significant decrease in the abundance of

eighteen proteins and a significant increase in eight proteins.

- Lysozyme, an agent belonging to the general immunity of the body, presentin CM,

could be considered, along with others, a possible biomarker of ovulation.

- The presence of Z precursor cells is detected in one of the MC samples observed
under the light microscope. Differences in the composition of the samples were
identified. In the group of samples in which the Z precursor cells were present, the

presence of proteins whose abundance was significantly high was evidenced.
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1. INTRODUCCION.

1.1 Interés por determinar fertilidad.

Desde la Edad Antigua, el hombre siempre ha tenido una gran inquietud por el
conocimiento de la fertilidad, por saber cémo nacemos y de donde venimos. Tanto es asi,
que desde que se tiene documentacion escrita, hay referencia de que las fases de fertilidad

e infertilidad estan relacionadas, de una forma directa o indirecta con la menstruacion.

En el s. XVII se hacen dos descubrimientos fundamentales en el conocimiento de la
fertilidad humana; en 1672 Reigner de Graaf descubre el foliculo que lleva su nombre. Y
en 1677 Antoni van Leeuwenhoek, los espermatozoides. Desde entonces, y durante mas
de dos siglos, los descubrimientos cientificos se suceden con rapidez, siendo uno de los

objetos fundamentales de los investigadores encontrar la fecha precisa de la ovulacion.

El cuerpo amarillo o cuerpo liteo se descubrié en 1766, pero no fue hasta 1872 cuando
Claude Bernard, padre de la endocrinologia, comenzd a relacionar su funcionamiento con

la ovulacion.

Hasta comienzos del s. XX la ciencia no estuvo en condiciones de empezar a responder a

la pregunta de cuando se producia la ovulacién.

Uno de los indicadores de fertilidad que hoy dia se utilizan para identificar la misma es el
cambio en la temperatura corporal basal, como consecuencia de las propiedades
termogénicas de las hormonas que dominan la segunda fase del ciclo ovarico. El primer
observador de dichas variaciones fue Van de Velde, quien en 1904 las describe por primera

vez y las relaciona con la ovulacién.

Fue también a comienzos del s. XX (1900) cuando Fraenkel determiné que la ovulacién no
se realiza ni antes ni después de la menstruacion, sino en el intervalo. Admitia como fecha

de la ovulacién el dia 18 6 19 a partir del comienzo del ciclo.

En los afios veinte del siglo pasado, dos cientificos, de paises tan alejados como Austria y
Japén, llegaban a conclusiones muy parecidas, por métodos de investigacion

completamente distintos:

- Ogino, en 1924, publicé en Japon los nuevos datos que habia obtenido sobre el periodo

fértil y la ovulacion, estudiando la misma por medio de operaciones quirurgicas.

- Knaus, sin conocer estos datos, describié sus observaciones por primera vez en la XXI
sesion de la sociedad alemana de Ginecologia en mayo de 1929. Habia investigado los
ovarios con rayos X. Y, aunque por caminos distintos, los dos llegaron a conclusiones

similares.
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El interés por determinar la fertilidad, también existe entre la poblacion general.

En los Estados Unidos de América, se ha estimado que mas de 7 millones de mujeres han
buscado tratamiento de fertilidad profesional, y casi 450.000 de esas mujeres buscaron
atencion médica para obtener consejos sobre temas como la deteccién de la ventana fértil

y optimizar el tiempo de las relaciones sexuales [1,2].

En la actualidad, existen mas de 100 aplicaciones para mévil basadas en métodos de
conocimiento de la fertilidad con mas de 200 millones de descargas [3] que son cada vez

mas populares para posponer el embarazo [4-7] y para lograr el embarazo [8,9].

1.2 Ciclo menstrual y Ventana de Fertilidad.

El ciclo menstrual empieza con el primer dia de la menstruacién, y acaba el ultimo dia antes
de la siguiente menstruacion. El ciclo menstrual, atendiendo a su regulacion
neuroendocrina se divide en 2 fases: La primera fase denominada folicular, proliferativa,
preovulatoria o estrogénica y la segunda fase lutea, secretora, posovulatoria o gestagénica.
Ambas fases separadas por el fendmeno de la ovulaciéon. La ovulacién se produce

generalmente una sola vez en cada ciclo. El évulo muere en 10-24h sino es fecundado [2].

En cada ciclo menstrual hay un periodo limitado de tiempo, durante el cual la mujer puede
concebir. Este periodo es conocido como “Ventana de Fertilidad” y comprende los dias que
preceden a la ovulacion y el dia de la ovulacion, incluido [10-12].

Los estudios realizados, sugieren que la Ventana de Fertilidad, empieza 5-6 dias antes de

la ovulacion y acaba el dia de la ovulacion [13].

Se estima que la tasa de embarazo alcanza su punto maximo 2 dias antes de la ovulaciéon

para ser casi nula 2-3 dias después de la ovulacion [2,10].

Las guias clinicas establecen una duracion media del ciclo menstrual de 28 dias, no
obstante, existe una gran variabilidad en la duracion del ciclo entre mujeres y dentro de
una misma mujer [14-18]. Un estudio realizado en 612.613 ciclos, reveld que solo el 13%

de los ciclos menstruales fueron de 28 dias [19].

En alrededor del 30% de las mujeres, la ventana fértil esta completamente dentro de los
dias del ciclo menstrual identificados por las pautas clinicas, es decir, entre los dias 10 y
17 [14]. Asi mismo, la variabilidad intraciclos de mas de 7 dias se observo en el 42,5% de

las mujeres [15].

Esta variabilidad en la duracién del ciclo, se atribuye principalmente a la Fase Folicular:
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La Fase Lutea, que suele tener una duracién media de 13 dias (rango 9-17 dias), suele
mantenerse constante en una misma mujer [20] y no varia con la edad [19], sin embargo,

la Fase Folicular es altamente variable en duracion [18].
La ventana de fertilidad es altamente imprevisible aun cuando los ciclos son regulares [14].

La ovulacion sucede en torno al dia 18 del ciclo. La media de la fase folicular de 612.613

ciclos analizados fue de 17 dias [19].

De lo publicado hasta ahora puede concluirse que faltarian métodos fiables para predecir
la ovulacion, y por ende para predecir la ventana fértil [14].

La evidencia actualmente disponible sugiere que los métodos que identifican
prospectivamente la ventana de fertilidad, probablemente, son mas efectivos que los
calculos de calendario o la temperatura corporal basal. Existen varios métodos
prometedores con buenas bases cientificas para identificar prospectivamente la ventana
fértil. Estos incluyen gréaficos de fertilidad del flujo vaginal. Estos métodos identifican
clinicamente la ocurrencia de ovulacion y también identifican una ventana de fertilidad mas
prolongada que los kits de hormona luteinizante urinaria [2].

El inicio del intervalo fértil, generalmente corresponde a un incremento significativo en los
niveles de estrogenos, lo que resulta en la secrecion de MC estrogénico y cambios

caracteristicos en el flujo vaginal [21-23].

1.3 Moco Cervical: Introduccion.

El MC es un fluido viscoso producido por las células secretoras de las criptas cervicales
del utero. EI MC sufre modificaciones a lo largo del ciclo menstrual que le hacen tener
diferentes caracteristicas bioquimicas y biofisicas, convirti€éndose en un elemento crucial
para la identificacién de la ovulacién. Asi mismo, desempefia un rol fundamental en el

transporte y la capacitacion de los espermatozoides a través del tracto genital femenino.

1.4 Moco Cervical: Propiedades fisico-quimicas.

ElI MC es un hidrogel producido por las células secretoras de las criptas cervicales [24,25].
Asimismo, el MC es una entidad heterogénea que contiene diferentes tipos de fluidos o
secreciones. Estas secreciones varian en proporcion a lo largo del ciclo menstrual [26-28].
Ademas, las propiedades fisicoquimicas del MC cambian a lo largo del ciclo menstrual
[29,30].
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1.4.1 Biofisica del Moco Cervical.

En 1966, el Profesor E. Odeblad, que ha realizado una extraordinaria contribucion en el
conocimiento del MC durante los ultimos 50 anos, describid por primera vez dos tipos de
MC: estrogénico (E) y gestagénico (G). En 1977, Odeblad evidencié que el MC estrogénico
tenia dos componentes: S (String, Sperm conducting) y L (Loaf, Locking in low-quality
spermatozoa, esto es, bloqueante de espermatozoides de baja calidad). Continuando con
su investigacion, en 1992, Odeblad describié un tipo adicional de Moco estrogénico,
secretado en menor cantidad, llamado P (Peak) porque tiene su maxima secrecion en el
dia pico [31]. Pronto dividié el Moco P en 2 subtipos: P6 con capacidad para conducir a los

espermatozoides desde las criptas S a la cavidad uterina y P2 con actividad mucolitica.

A mediados de la década de 1990, se definié un componente no mucoso ('Z') con funciones
interesantes e inesperadas. Este componente se encuentra actualmente en estudio con

microscopia optica y espectrofotometria.

Al final de 1993 otro Moco, el Moco F (Fundamental), fue identificado. Este Moco no se
produce en las criptas sino en el epitelio que cubre la pared endocervical entre las aperturas
de las criptas. Las células que cubren las paredes del canal son probablemente mas
originales o fundamentales que las células en las que se diferencian las criptas y de ahi el

nombre de Fundamental.

La diferente viscosidad y morfologia que tiene cada tipo de Moco en los cristales de las
muestras secadas al aire se ha observado mediante estudios de resonancia magnética
[28]. En 1983, Odeblad describi6 la técnica del "spread it out" que consiste en extender el
Moco en un portaobjetos extendiéndolo en todas direcciones. Esta técnica hace posible
separar los tipos de Moco para que puedan ser estudiados morfolégicamente con el
microscopio. Asi mismo, también pueden ser semicuantificados. Es decir, esta técnica
permite la observacion y clasificacion de los diferentes tipos de MC, a través de su diferente
morfologia cristalografica, el fendmeno 'ferning' [26]. Este también permitié observar la
variacion ciclica de los porcentajes de las unidades G, L y S basado en 1124 muestras. En
cuanto a la cuantificaciéon, diseid una metodologia en la cual la observacion de diez
campos en una misma muestra, haciendo uso de una cuadricula en el ocular del
microscopio de luz que permite y facilita el calculo de los porcentajes de cada tipo de Moco
en cada campo. Con la suma de los mismos, se obtienen el porcentaje final que hay de

cada tipo de Moco en una muestra.

El profesor E. Odeblad observé por primera vez que el tipo L tenia una morfologia muy
similar a un hermoso helecho, con cristales formando un eje central, del cual salian largas

ramas en angulo recto con el mismo. El Moco tipo S cristaliza en delgadas filas paralelas,
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mientras que el tipo P presenta una morfologia cristalina constituida por un eje central, y
ramas que forman angulos de 60° con este eje [32]. Es interesante destacar que, como
indica Odeblad, el muestreo del MC, y su posterior extensién y secado en un portaobjetos,

nos brinda informaciéon muy precisa sobre el dia del ciclo al que pertenece la muestra.

El Moco L, que se segrega desde varios dias antes de la ovulacion hasta la ovulacion, tiene
la funcion de filtrar los espermatozoides, constituyendo una seleccion natural muy precisa.
El diametro de los poros dificulta el avance de los espermatozoides, aunque no del todo,
de modo que solo los mejores espermatozoides pueden pasar este filtro. Su produccion se
estimula ante niveles moderados de estrogenos. Puede representar un 60-80% en el

periodo periovulatorio.

El Moco S se secreta alrededor de la ovulacién. Constituye las grandes autopistas a través
de las cuales pueden nadar los espermatozoides, una vez que han sido debidamente
filtrados por el tipo L. Requiere de concentraciones elevadas de estrogenos para ser

secretado. La norepinefrina parece ser también un estimulo biolégico para el Moco S.

El Moco P, tiene una densidad intermedia, y un diametro de poro intermedio entre el Moco
S y el L. El Moco P tendria la funcion de filtracion y suministro final de azucar [33]. Su
secrecion parece estar vinculada al descenso de los niveles de estrégeno, pero también
hay evidencia de que la norepinefrina actia como estimulo. El Moco P se presenta en

pequefas concentraciones, a menudo menos del 5% del total.

Desde el punto de vista morfolégico el Moco de tipo P se clasifica segun lo ya descrito en
los subtipos P6 y P2. La denominacion Pa hace referencia a la actividad mucolitica
desarrollada por la variedad P2 y que se efectia por la acciéon de un enzima, que se secreta

en el istmo del cérvix y al que denomind Enzima Z.

Esta enzima se asocia en granulos (esferas) de aproximadamente 1 ym de tamafo y se
adhiere al Moco de tipo P. Aun se desconoce la naturaleza exacta de este proceso

mucolitico y las propiedades bioquimicas de este enzima.

En lineas generales, las glandulas del istmo liberan un enzima, que probablemente se
asocia a una proteina visible como granulos. Estos granulos serian absorbidos por el Moco
de tipo P para formar Pa= Moco P mucoliticamente activo. Algun Moco P sin embargo se
agrega para formar Moco P6. Pa entra en contacto con el Moco L y S, liquidifica este tipo
de Moco de modo que los espermatozoides pueden proceder hacia arriba guiados por el
Moco P6. Los granulos podrian también contener un factor activador de la motilidad de los

espermatozoides.
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El Moco G, esta presente en las fases de la infertilidad. Contiene un elevado numero de
células: células epiteliales del cérvix, leucocitos y linfocitos. Asi como altas concentraciones

de Inmunoglobulinas.

Odeblad describe dos variantes de Moco G a las que dio el nombre de G+ y G-. Las dos
variantes de Moco son producidas por las mismas criptas. La progesterona es el estimulo
habitual para su produccion. Es importante reconocer 3 tipos de células que acompafan al
Moco G: células epiteliales, leucocitos y linfocitos. Sus proporciones son variables, por

norma general 50% células epiteliales, 25% leucocitos y 25% linfocitos.

El Moco de tipo G forma un tapon en el cuello uterino que lo cierra, haciéndolo impenetrable

para los espermatozoides y defendiendo el tracto genital de infecciones.

El Moco F. Un analisis detallado de 600 graficas seguidas durante un total de 2-4 afios (en
total mas de 12000 ciclos) mostré la existencia de un Moco durante la fase infértil que si
bien se parecia al Moco G- o G+, los leucocitos y linfocitos eran poco habituales. Una
precisa aspiracion del Moco, mostré que no se producia en las criptas sino en el epitelio
que cubria la pared endocervical entre las aperturas hacia las criptas. Las células que
recubren las paredes del canal son probablemente mas originales o fundamentales que las
células que se diferencian en las criptas. A este tipo de secreciéon la denominé Moco F
(Fundamental) y a las células como Células F. Los mecanismos por los cuales las células

F se transforman en células G, L, S, P son todavia desconocidos.

En mujeres en edad reproductiva, el porcentaje de Moco F representa el 1-4% del total de
MC. El Moco F esta probablemente compuesto por un gran exceso de glicoproteinas
membranosas de células F que se exfolian y son visibles en el Moco. En el Moco F los
leucocitos y linfocitos son infrecuentes. Los cristales de la secrecion F son escasos o

incluso ausentes.

La Figura 1 muestra los patrones de secrecion habituales de los diferentes tipos de MC a

lo largo del ciclo menstrual
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Figura 1. Patrones de secrecion de los diferentes tipos de Moco a lo largo del ciclo menstrual.

La microscopia electronica de barrido ha permitido comparar las mallas creadas por los
diferentes tipos de MC: Moco L: 0,4-3 ym; Moco S: 1,5-7 ym; Moco P: 0,4-2 um; Moco G:
0,1-0,5 ym [33]. El tamafio de la cabeza de los espermatozoides es de 5um, por lo que
para comprender las funciones del Moco en la migracion de los espermatozoides es muy

importante tener en cuenta los diferentes tamafos de los poros de la red.

Cuando comenzaron los estudios sobre el cuello uterino, se pensaba que todas las criptas

actuaban produciendo secreciones al mismo tiempo.

En 1966, Odeblad demostrd que algunas de las criptas eran responsables de la mucosidad
fina, que se segregaba en los dias posteriores a la ovulacion, produciendo cristales, y otras

del Moco que no cristalizaba, en las fases infértiles del ciclo.

Otros estudios confirmaron que cada tipo de Moco se produce en criptas especificas en

diferentes areas del cuello uterino [28,34,35].

Las estructuras anatomicas del cuello uterino, que indican la ubicacién de cada tipo de
Moco, también se han estudiado en detalle. Asi, Odeblad describe que las criptas
productoras de Moco tipo G se ubican al inicio del cuello uterino, cerca de su unién con la
vagina, lugar légico para producir este tapén protector caracteristico de las fases de
infertilidad. Las criptas productoras de los tipos de MC L y S se localizan en la mitad del
cérvix, y las de Moco P, predominantemente en la parte superior de este, cerca del cuerpo

uterino [28]. Figura 2.
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Figura 2. Representacién de la ubicacion en el cérvix de las criptas productoras

1

de los diferentes tipos de Moco.

Estos tipos de MC se han estudiado utilizando técnicas de microscopia optica y
resonancia magnética nuclear [26]. Las propiedades reologicas del MC indican

viscoelasticidad y variacién ciclica [3-7].

1.4.2 Bioquimica del Moco cervical.

Desde el punto de vista bioquimico, el MC consta de 2 fracciones principales: una matriz
viscoelastica en fase gel compuesta por un polimero de glicoproteina de alto peso

molecular (mucina) y el plasma cervical: una fase acuosa de bajo peso molecular [8].

En cuanto a la mucina, esta es la sustancia esencial que confiere al Moco las propiedades
mucosas que le caracterizan. La mucina es responsable de las diferencias entre los cuatro

tipos de Moco. Constituye un 1-2% del total los componentes del MC.

La molécula de mucina esta constituida por un segmento desnudo o no glicosilado y otro

glicosilado, con carbohidratos.

Esta estructura en dos segmentos es responsable de la variaciéon en la disposicién de las

moléculas, que forman la red glucoproteica.

La caracterizacion de las mucinas es dificil debido a su heterogénea glicosilacion,
naturaleza polimérica y gran tamafo. Los enlaces disulfuro unen los monémeros de mucina
excediendo los 500 kDa. Una extensa glicosilacion, que excede el 80% de carbohidratos,
aumenta las masas a mas de 2 MDa. MUCS5B es la principal mucina formadora de gel del
epitelio endocervical [36]. La cantidad de MUC5B pudiera ser un factor importante que
influye en el transito de los espermatozoides hacia el Utero, ya que su concentracion varia

durante el ciclo menstrual y presenta los niveles mas altos en la ovulacién [37].
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La composicion y/o estructura de carbohidratos del MC determina sus propiedades
viscoelasticas variables. Las variaciones en el entorno hormonal afectan la concentracion
de mucina [38]. La conversién del Moco de fibroso preovulatorio a globular ovulatorio se
ha demostrado en estudios previos mediante microscopia de fuerza atémica que mostré

las caracteristicas de los agregados de mucina [39].

La naturaleza y composicion de las moléculas de mucina de los cuatro tipos de MC resulta
similar, pero distinta, debido a que la configuracion de las redes que forman las mallas vista
la ultraestructura con microscopia electrénica de barrido, es también distinta. Se puede
afirmar, por lo tanto, que diferentes moléculas de mucina originan diferentes estructuras de

red, variabilidad que da lugar a los cuatro tipos de MC.

La fase acuosa esta compuesta principalmente por agua (90-98%). La fase acuosa
contiene ademas electrolitos (principalmente Na+ y CI-) y otros componentes solubles
como enzimas, trazas de metales, proteinas séricas e inmunoglobulinas de origen local
[40,41].

A mitad del ciclo, disminuye la concentracion de componentes solubles, debido a un
aumento en la cantidad de agua [8]. Asi mismo, tanto la concentracién de azucares, como

la de proteinas, sufre una disminucién en la fase ovulatoria.

La variabilidad en la arquitectura molecular de las mucinas es la responsable de las
distintas agregaciones de los iones Na+ y Cl-, en el Moco desecado, que dan lugar a los
distintos patrones de cristalizacion. Es muy importante entender que los cristales que se
pueden ver en el microscopio optico, son solo el “reflejo” de una disposicion molecular, que

subyace debajo.

Lo que se observa en las imagenes de Moco desecado al aire, son cristales, principalmente
de CINa. Los diferentes patrones de cristalizacion correspondientes a los diversos tipos de
MC se deben a complicadas interacciones moleculares entre la mucina (y otro material
organico), y los iones de CI- y Na+. La fase acuosa contiene, ademas, otros componentes
solubles como trazas de metales, proteinas séricas, enzimas e inmunoglobulinas de origen

local.
La composicion quimica del MC tiene un papel fundamental en la fertilidad [42].

La adicion de agentes que aumentan la viscosidad de las secreciones y la presencia de
anticuerpos antiespermaticos en MC en la mitad del ciclo puede transformar el MC de un

elemento receptor de espermatozoides a un elemento hostil.

1.5 Moco Cervical: Funciones.
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El MC es responsable de la maduracion y migraciéon de los espermatozoides a través del
tracto genital femenino. EI MC producido durante la ovulaciéon proporciona una defensa
para los espermatozoides contra las secreciones vaginales acidas hostiles, filtra los
espermatozoides dismotiles y morfolégicamente anormales, proporciona condiciones para

la capacitacion de los espermatozoides y satisface sus demandas de energia [43].

Durante las fases no ovulatorias del ciclo, el MC crea un microambiente que inhibe la

propagacion de los espermatozoides [21].

El MC muestra actividad antimicrobiana [44] y también participa en el sistema inmune
cervical [45]. EI MC proporciona una barrera que evita que los patégenos entren en el

endometrio.

El MC proporciona informacion sobre el estado de fertilidad de las mujeres a lo largo del
ciclo [21,46].

Existen numerosos indicios de que el MC es utilizado como un elemento indirecto para la
estimacion del momento de la ovulacién, tanto para los médicos como para las mujeres

que utilizan métodos naturales de planificacion familiar [27,47,48].

1.6 Moco Cervical y fertilidad.

Existe evidencia de que el MC puede servir de identificador para estimar el momento de la

ovulacion [49-51].

La mucosidad durante la primera mitad del ciclo forma una barrera fisica que restringe el
acceso de los espermatozoides al tracto genital superior. Entre cinco y seis dias antes de
la ovulacion, el foliculo dominante produce estrégenos produciéndose un incremento
progresivo de su concentracion. El aumento de estrogenos estimula la secrecion de Moco

estrogénico (Moco E).

Este aumento de volumen puede ser observado y monitorizado desde el exterior por las
mujeres basandose en diferentes caracteristicas ya que se correlaciona con cambios en el
flujo vaginal [52]. Inmediatamente después de la ovulacion, la sintesis de progesterona
comienza en el cuerpo luteo del ovario. El tipo de MC secretado bajo la accion de la
progesterona, conocido como Moco G, bloquea el acceso de los espermatozoides e inhibe
su motilidad y capacitacion. Este tipo de MC se considera infértii debido a sus

caracteristicas [2, 53].

Hay un intervalo fértil durante el ciclo menstrual de la mujer durante el cual, si tiene lugar

la relacién sexual la concepcion es mas probable [54]. De hecho, solo hay un periodo de
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tiempo durante el cual la fecundaciéon puede ocurrir debido a la duracion limitada de la
viabilidad del esperma y del 6vulo [55]. Esta ventana fértil es el dia de la ovulacién y los
dias anteriores ovulacién. El 6vulo perdera su potencial para ser fecundado después de 10
a 24 horas después de la ovulacion [2]. La longevidad de los espermatozoides dentro del
sistema reproductor femenino es mas variable: en ausencia de MC, los espermatozoides
tienen una vida util de 24 a 48 horas. Sin embargo, pueden sobrevivir de 3 a 5 dias en el
periodo periovulatorio en presencia de MC estrogénico adecuado [14]. Debido al hecho de
que la duracion de la fase lutea es casi constante, [20] los dias de la ventana fértil pueden
ser estimados sobre la base de la duracion del ciclo histérico [56]. La ovulacidon ocurre
aproximadamente 14 dias antes del comienzo del préximo ciclo menstrual [14]. El ultimo
dia de cualquier observacion externa de Moco que tiene caracteristicas de tipo E se puede

identificar como el dia Pico [2].

Los métodos basados en el conocimiento de la fertilidad (FABM = Fertility Awareness
Based Methods) permiten a la mujer monitorizar y predecir los dias fértiles e infértiles de
su ciclo menstrual. La identificacion de la ventana de fertilidad es posible mediante el
reconocimiento de sintomas y signos fisicos que las mujeres pueden observar por si
mismas, tales como la observaciéon y monitorizacion del MC, el ritmo de sangrado, la auto
palpacion del cuello uterino, la medicidn basal de la temperatura corporal, etc. [57, 58]. La
efectividad de estos métodos depende de la identificacion precisa de la ventana fértil y la
adaptacion consecuente del comportamiento sexual [59]. MC es un predictor confiable de
fertilidad. Un buen numero de trabajos publicados han confirmado que la monitorizacion

del MC puede identificar los dias con mayor probabilidad de embarazo [46,60].

1.7 Lisozima.

La lisozima (CE: 3.2.1.17) fue descubierta por Alexander Fleming en 1922. Fue la
primera proteina que fue secuenciada y cuya estructura tridimensional fue
completamente analizada.

Su nombre esta formado por la parte “liso” debido a su capacidad para lisar las bacterias y
“zima” ya que era una enzima. Su estructura fue descrita por David Chilton Phillips en 1965,
cuando consiguié una imagen con una resolucion de 2 angstrom (200 pm). Se codifica por
un gen localizado en el cromosoma 12 y organizado en 4 exones y 3 intrones [61]. La
lisozima que tiene un peso molecular de 15000 se compone de 129 aminoacidos

reticulados por 4 puentes disulfuro [62].

La lisozima tiene dos dominios principales. El dominio alfa de la molécula esta constituido

principalmente de hélices alfa, mientras que el dominio beta contiene laminas beta y hélices
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[63]. El sitio activo se encuentra en una hendidura que se forma entre estos dos dominios
[64].

La lisozima esta ampliamente distribuida en una variedad de tejidos y fluidos corporales,

incluyendo el higado, el cartilago articular, plasma, saliva, lagrimas, leche y MC [65].

La concentracion de lisozima en el liquido vaginal es relativamente baja (~ 13 ug ml - 1;
[66]; sin embargo, es una proteina particularmente abundante en los tapones de MC,

alcanzando aproximadamente 1 mg lisozima / g de tapén [67].

La lisozima se expresa considerablemente en las células hematopoyéticas en el que se
encuentra en los granulocitos, monocitos y macréfagos, asi como en sus precursores de

la médula 6sea [65].

La lisozima actua como una proteina catidnica que induce la lisis celular como
consecuencia de la perforacion de la membrana celular a través de un mecanismo de

interaccion proteina fosfolipido [68].
La lisozima se clasifica como ovo-antimicrobiana debido a su actividad bactericida.

La lisozima ha representado desde su descubrimiento una molécula prototipo para la
comprension de la complejidad de la estructura y funciéon de proteinas en la fisiologia y la
enfermedad. Representd una molécula modelo para la investigacion de la catalisis
enzimatica, que fue una de las primeras proteinas utilizadas como marcador de
enfermedad [65]. Se convirtid en un modelo para las teorias de la cinética de plegamiento
[66], y finalmente, es probable que haya representado el modelo por el cual se ha logrado

la mayor parte del conocimiento real de la conversion fibrilar de proteinas globulares [67].

1.7.1 Factores que afectan a la actividad de la lisozima.

La velocidad de catalisis de la lisozima depende del pH del medio ambiente. La actividad
de la lisozima de clara de huevo es maxima en pH alrededor de 5. La actividad de la
lisozima se ve afectada por la concentracion de sal y esto afecta el espectro de pH.
Concentraciones de NaCl de 0,05 M proporcionaron una actividad de lisozima superior en
un intervalo mas amplio de valores de pH (pH 5-9) que una concentracion de sal de 0,1M

[69]. La lisozima es estable al calor en soluciones acidas (pH 5,29, 100°C y 30 min) [70].

Dado que la actividad catalitica de la lisozima depende de pH, fuerza idnica, concentracion
de sustrato, y de las concentraciones de sodio y potasio de la mezcla de reaccion, estos
factores deben ser considerados en el analisis de la lisozima. Cada microorganismo tiene

diferente susceptibilidad a la lisozima. Por otra parte, los ensayos de lisozima también
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pueden verse afectados por el medio de muestra. Por ejemplo, los fluidos bioldgicos tales

como la saliva, pueden incluir arginina, lo que aumenta la actividad de la lisozima [71].

1.8 Cambios en las propiedades antimicrobianas del Moco Cervical a lo largo del

ciclo.

Desde el descubrimiento de la lisozima, se han identificado varios péptidos antimicrobianos
en los tejidos reproductivos incluyendo, beta defensina humana (HBD) 1-4 [72,73],
defensina humana (HD) 5 [74] e inhibidor secretorio de proteasa leucocitica (SLPI)
[26,75,76]; HBD 1 y HBD2 se encuentran en el tracto genital de la mujer y en los tejidos

relacionados con el embarazo [77].

La lisozima se encuentra entre las proteinas solubles disueltas en la fase liquida del MC,
junto a otras enzimas como la alfa-amilasa, DNasa, fosfatasa acida y fosfatasa alcalina
[78].

La actividad especifica de estas enzimas, expresada en py/mg de MC, muestra un descenso
a mitad del ciclo, que coincide con el aumento en su produccién de MC, asi como en un

incremento del contenido de agua [79].
Las proteinas totales del MC disminuyen en el momento de la ovulacién [80].

Los niveles de albumina alcanzan los valores mas bajos en el momento de la ovulacion, y
las globulinas también disminuyen en ese momento y aumentan antes y después de la

menstruacion [80].

La mayoria de las enzimas descritas en MC, muestran un patrén ciclico [81], que implica
un descenso de 3 a 5 dias previos a la ovulaciéon. Las modificaciones quimicas del MC
durante la ovulacién incluyen la disminucion de ciertas proteinas solubles y la aparicion de

otras, una disminucion de la lisozima [82].

La muramidasa o lisozima, en concreto, muestra un descenso preovulatorio seguido de un

ascenso postovulatorio [78].

Diversos estudios sobre fosfatasa alcalina, amino peptidasa, esterasa, lactato
deshidrogenasa y guaiacol peroxidasa han demostrado que la concentracion de todos
estos enzimas es alta durante la fase folicular, y desciende precipitadamente tres o cuatro

dias antes del pico de la LH [82].

El nivel mas bajo de enzimas se alcanza normalmente el dia de la subida de la LH. Al dia
siguiente, hay un significativo y brusco aumento en la concentraciéon de éstas, que se

mantiene durante la fase lutea.
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Posteriormente, diversos autores han corroborado el efecto antimicrobiano del MC, con

especial atencion en el efecto de la lisozima [83].

Odeblad, en sus estudios sobre el MC, ha descrito que el mayor contenido de
inmunoglobinas y defensas contra infecciones, en general, se encuentra en el Moco G,

presente en un porcentaje practicamente absoluto en las fases infértiles del ciclo.

1.9 Proteomica.

Proteomics: “-Omics” se refiere al estudio de sistemas bioldgicos a gran escala. El
término “protedmica” se ha utilizado desde 1995 para definir la identificacion a gran
escala de los componentes proteicos de un tipo de célula, tejido o fluido biolégico [84]. La
protedmica captura el perfil de proteinas general en lugar de la expresion de genes
individuales. La gendmica por si sola no puede proporcionar informacion completa sobre
las diferentes proteinas codificadas. Aunque se ha obtenido un nimero estimado de
proteinas codificadas por el genoma humano a partir de los datos recopilados en el
proyecto del genoma, es dificil proporcionar el numero real de proteinas codificadas
sobre la base de datos gendmicos [85]. El ensamblaje alternativo de una transcripcion,
por ejemplo, puede producir diferentes isoformas de proteinas de un gen [86]. Ademas,
se puede obtener la misma proteina con diferentes propiedades y funciones como
resultado de la particién y la translocacion [87]. Por ultimo, las proteinas pueden sufrir
mas de 200 modificaciones postraduccionales diferentes [88]. Estas complejidades solo
pueden resolverse mediante analisis protedmico, proporcionando asi informacion util a
través de la correcta integracion de datos gendmicos y protedmicos. Solo mediante el

estudio de las proteinas mismas es posible estudiar sus caracteristicas y funciones.

Como campo, la proteémica ha avanzado rapidamente [89]. En la era posterior al
genoma, por ejemplo, los estudios se han centrado en la identificacién de nuevos
biomarcadores de proteinas en sistemas biolégicos complejos. De hecho, la proteémica
se ha empleado ampliamente en diferentes campos de la ciencia, desde el descifrado de
la patogénesis molecular de las enfermedades hasta la caracterizacion de nuevas dianas
farmacoldgicas y la identificaciéon de biomarcadores de diagnéstico y prondstico. La
tecnologia protedmica es capaz de identificar y cuantificar proteinas asociadas al inicio de
una patologia especifica mediante sus niveles alterados de expresion [90]. La
espectrometria de masas (EM) ha mejorado enormemente la capacidad de caracterizar

una gran cantidad de proteinas y sus cambios postraduccionales. Con tal metodologia, el
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analisis protedmico puede diferenciar el estado sano del estado patoldgico, identificando

asi los biomarcadores relacionados con la enfermedad.

1.10 Protedmica del MC en mujeres fértiles.

La investigacion de la fisiologia humana, en particular en fluidos bioldgicos, se ha
beneficiado del rapido desarrollo de la tecnologia proteémica. Gracias a esta eficaz
herramienta ahora es posible la identificacidn de nuevos potenciales biomarcadores para
el prondstico, terapia y diagndstico, asi como la caracterizacion integral de la composiciéon
protedmica en diferentes aspectos clinicos, incluida la reproduccion [91]. La composicion
protedmica del MC se ha investigado en pocos estudios. Probablemente sea menos
complejo que la orina y el plasma, pero como el proteoma del MC sufre cambios ciclicos

y cuantas proteinas contiene el MC, es aun incierto [30].

Para estudiar la composicion de MC, se ha utilizado un enfoque para el descubrimiento
de biomarcadores con el uso de tecnologias protedmicas de alto rendimiento como la
espectrometria de masas de tiempo de vuelo y la desorcion/ ionizacion por laser
mejorada en superficie (SELDI-TOF MS) [92,93]. Sin embargo, debido a la dificultad de
generar espectros de calidad adecuada con alta reproducibilidad, este enfoque tiene un
éxito limitado. Este problema ha sido abordado por estudios previos utilizando tipos de

muestras diversificadas tanto desde un punto de vista sistematico como biolégico [93].

Se reportaron los analisis glucomicos y protedmicos del MC recopilados de 12 mujeres no
embarazadas utilizando LC-FT-ICR y MS/MS [94]. Para la separacion de mucinas y
proteinas se realiz6 un pre-fraccionamiento de las muestras mediante electroforesis en
gel compuesto unidimensional SDS-PAGE y SDS-agarosa con analisis triptico posterior.
Los principales resultados se relacionaron con interesantes alteraciones en los glucanos
de mucina [30]. La mucina MUC5B se describié como el componente principal y su O-
glicosilacion revel6 diferencias consistentes en la ovulacién. Ademas, se han identificado
cinco mucinas diferentes: dos mucinas unidas a membrana (MUC1 y MUC16) y tres
formadoras de gel (MUC5B, MUC5AC y MUCS). El andlisis transcripcional de la
expresion génica de la mucina en el epitelio reproductor femenino se ha descrito
previamente para todas estas mucinas, excepto para MUC16 [94,95]. Se ha encontrado
mucina MUCS5B en el cuello uterino a lo largo del ciclo menstrual segun lo determinado
por los anticuerpos dirigidos contra la estructura proteica de la columna vertebral [38,94],
tanto MUC5AC como MUC5B estan presentes en el tapon de MC de mujeres
embarazadas [94]. Los resultados confirman los hallazgos previos: la principal mucina del
MC es MUCS5B [94].
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Cerca de la ovulacion, las mucinas son las proteinas principales, mientras que, en la fase

lutea, aumenta la abundancia de otras proteinas [96].

Mas de 50 oligosacaridos sulfatados, neutros y sialilados diferentes fueron revelados por
los O-glicanos de las mucinas cervicales. Las mas importantes variaciones observadas
durante el ciclo menstrual fueron en la O-glicosilacion de la mucina. Los O-glicanos son
practicamente idénticos en las mucinas antes y después de la ovulacion, pero son
considerablemente diferentes en la ovulacion. Durante la ovulacion, la relativa

abundancia de oligosacaridos neutros frente a los acidicos incrementa [94].

La variacion ciclica de la glicosilacion durante el periodo de ovulacion también ha sido
sugerida por estudios previos haciendo uso de métodos bioquimicos e histoquimicos mas
simples [97-100].

Las modificaciones en el proteoma del MC durante las diferentes fases del ciclo
menstrual fueron analizadas por primera vez en 2015 por Grande et al. [30], utilizando
espectrometria de masas de alta resolucion, implementada mediante herramientas
cuantitativas. El enfoque proteémico reveld diferencias en la expresion de varias
proteinas del MC durante el ciclo menstrual, que estan involucradas en la inflamacion, la

actividad estructural y el sistema de defensa [30].

En detalle, la identificacion de proteinas permitié la caracterizacion de una media de 59
proteinas en las muestras preovulatorias, 81 proteinas en las muestras ovulatorias y 43

proteinas en las muestras post ovulatorias [30].

Se identificaron 38 proteinas en las 3 fases del ciclo menstrual. Entre ellas, la presencia
de lactotransferrina, cadenas de inmunoglobulina, defensina de neutréfilos 1 y Proteina 2
de Dominio del Nucleo de Cuatro Disulfuros WAP (WFDC) que sugiere la relevancia del
papel defensivo del MC [30].

El analisis comparativo para la identificacion de proteinas especificas de cada fase dio
como resultado la identificacion de 42 proteinas especificas en la fase preovulatoria, 38
proteinas especificas en la fase ovulatoria y 17 proteinas especificas en la fase post

ovulatoria [30].

En el MC preovulatorio, se identificaron 42 proteinas especificas, incluidas la cistatina C,

la clusterina, la glicodelina y el inhibidor de metaloproteinasa 1.

Las cistatinas son inhibidores de cisteina proteasa, que se encuentran en una amplia
gama de organismos [101]. La cistatina-C se identifico por primera vez en el MC como un

marcador de la fase preovulatoria.
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La clusterina es una proteina previamente identificada en diferentes secreciones, incluida
la leche [102] y el plasma seminal [104]. Se relaciona con las reacciones oxidativas
dafinas [104] y la precipitaciéon de proteinas [105]. Desempefia un papel clave en la

reproduccion al controlar la aglutinacién de los espermatozoides anormales [106].

Se informé que la glicodelina esta implicada en la inhibicion de la capacitacion y funcién
de los espermatozoides [107]. Algunos informes de la literatura describen cémo los
inhibidores de las metaloproteinasas (TIMP) en la reproduccion, vinculan la expresion de
los sistemas metaloproteinasas-TIMP en el tapdn de MC durante el embarazo con la
actividad proteolitica en relacion con el parto a término y prematuro [108]. La importancia
de la presencia exclusiva en el MC preovulatoria de TIMP-1 podria estar asociada con la
inhibicion de la actividad proteolitica, que conduce a la licuefaccion del MC en la fase

ovulatoria [30].

Se identificaron 17 proteinas especificas en la fase posovulatoria, incluyendo enzimas
glucoliticas como la triosafosfato isomerasa (TPI) y proteinas estructurales como la
dineina, queratinas | y Il y espectrina que juegan un papel clave en la organizacion y

mantenimiento de la red de filamentos intermedios [30].

Finalmente, se informé que la E3 ubiquitina-proteina ligasa E3 SH3RF2 estaba presente
en el MC ovulatorio y la E3 ubiquitina-proteina ligasa E3 Topors en la fase posovulatoria.
La ubiquitina es una proteina de 76 residuos, implicada en la degradacion de proteinas
por el sistema ubiquitina-proteasoma. La ubiquitilacion es importante en procesos como
la apoptosis y la presentacion del antigeno, y representa un proceso central en la
oncogénesis, incluyendo el desarrollo de neoplasia cervical [109]. Esta es la primera
identificacion de enzimas implicadas en la ubiquitinilacién en MC que pueden asociarse

con la seleccion de los espermatozoides [30].

El analisis bioinformatico de las funciones moleculares de las proteinas comunes reveld
que la mayor parte de los constituyentes de MC tiene una actividad catalitica (36%), que
esta relacionada principalmente con la actividad de la hidrolasa (60% del grupo

catalitico).

ElI MC tiene un niumero notable de enzimas involucradas en la degradacion de la mucina
como sialidasas, otras glicosidasas, proteasas y sulfatasas. Sus actividades transforman
la estructura de la mucina y, por tanto, sus propiedades fisicas. Estas enzimas pueden
influir en la barrera fisica frente a patdégenos y espermatozoides o pueden mejorar la
adhesion bacteriana y, por tanto, la colonizacion [110]. Ademas, podrian estar implicados

en procesos enzimaticos relacionados con la capacitacion de los espermatozoides.

33



Las proteinas de union representan el segundo grupo en la clasificacion de la actividad
molecular (31%) y participan principalmente en las interacciones proteina-proteina (50%

de las proteinas de union).

El analisis comparativo de las anotaciones de Genome Ontology (GO) para la funcion
molecular de las proteinas exclusivas identificadas en el MC preovulatorio y ovulatorio
reveld diferencias significativas como un aumento de las proteinas de defensa/inmunidad
en la fase ovulatoria. El andlisis de comparacion de las anotaciones GO para las
funciones moleculares de las proteinas exclusivas identificadas en el MC ovulatorio y post
ovulatorio reveld un aumento significativo después de la ovulacion en algunas clases de
proteinas como: proteinas de unién a calcio, receptores acoplados a proteina G, proteina

quinasas, hidrolasas y metiltransferasa [30].

El analisis cuantitativo de las proteinas comunes reporté un pico de haptoglobina en el
momento de la ovulacion, que se reduce en el MC preovulatorio y post ovulatorio y
también una disminucion en el indice de abundancia de proteinas Antileucoproteinasa
(ALP) después de la ovulacion. Esto apoya observaciones previas donde evidencian que
la concentracion de ALP es significativamente mas alta en la fase ovulatoria que en las
foliculares y luteas [111]. ALP, también conocido como inhibidor de proteasa de
leucocitos secretores (SLPI), es una proteina secretada por la mucosa de bajo peso
molecular, que inhibe las actividades de la catepsina-G, elastasa y las proteinasas
lisosomales de serina neutra, lo que contribuye a proteger localmente contra la
destruccion de las células epiteliales [112]. Los reguladores potenciales de la expresion
del gen SLPI en el endometrio porcino incluyen la progesterona (P4), las hormonas
esteroides y el estrogeno (E) [113]. Es interesante mencionar que la regulacién de E y P4
de la sintesis de SLPI parece ser especifica del endometrio. En humanos, se evidencio
que SLPI esta presente en el MC durante todos los ciclos menstruales, con un pico en la

ovulacion, como lo confirma el analisis protedmico cuantitativo [30].

Ademas del analisis protedmico del MC, se han realizado otros estudios protedmicos en

Fluido cervicouterino-vaginal (FCV), liquido endometrial y tapones de MC (MCP).

El FCV esta compuesto por secreciones que se originan en la vagina y otras secreciones
que fluyen hacia la vagina, como el MC, y secreciones del oviducto y el endometrio. El
FCV juega un papel clave en la defensa innata. Hasta la fecha, se han realizado pocos
estudios para caracterizar el proteoma del FCV [114-120]. Cuatro de ellos incluian solo
mujeres embarazadas [114-117]. Estos estudios revelaron la presencia de 15 a 685
proteinas: Usando separacion en gel / MALDI-TOF MS (15 y 59 proteinas
respectivamente) [114,118], LC-MS / MS (39 proteinas) [117], separacién en gel y LC -
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MS / MS (685 proteinas) [118], separacién en gel y LC-LC-MS / MS (150 y 205 proteinas
respectivamente) [114, 116], electroforesis en gel unidimensional y bidimensional y
cromatografia liquida acoplada con MS (GeLC-MS / MS) (107 proteinas) [120].

De manera consistente, se ha informado que muchas proteinas del FCV tienen un origen

plasmatico, lo que sugiere que el FCV podria ser en gran parte trasudado de plasma.

La combinacién de diferentes técnicas permitié un analisis mas completo de la
composicion y funcién del FCV. En 2009, se describié por primera vez un catalogo
completo de proteinas de fluido endometrial durante la fase secretora del ciclo menstrual.
Se utilizaron tres estrategias diferentes pero complementarias: separacion de proteinas
mediante electroforesis unidimensional desnaturalizante (SDS-PAGE) seguida de analisis
HPLC-MS / MS; electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (2D-PAGE) seguida
de analisis MALDI-TOF / TOF y digestion en solucion seguida de cromatografia liquida de
alta resolucion en fase inversa junto con espectrometria de masas en tandem (HPLC-MS
/ MS). La combinacion de las tres estrategias permitio la identificacion exitosa de 803

proteinas diferentes [121].

ElI MCP es una estructura compleja dentro del canal cervical que se diferencia de las
secreciones cervicales de las mujeres no embarazadas. EI MCP es el sellador final de la
cavidad uterina durante el embarazo. Aun no se dispone de informacién completa sobre
su composicion proteica a pesar de que varios estudios han analizado las propiedades

bioquimicas de las glicoproteinas grandes en el MCP [39,122].

La presencia de péptidos antimicrobianos y mucinas se ha informado en el MCP durante
el embarazo en pocos estudios [30,72]. En 2011, se informd por primera vez sobre el
proteoma del MCP de mujeres embarazadas a término. Se analizaron muestras de cinco
MCP obtenidos de mujeres en trabajo de parto a término mediante LC-MS / MS. Se
identificaron 291 proteinas: 137 de ellas estaban presentes en dos o0 mas muestras,
incluidas las proteinas del complemento (C3, C4a, C4b, C6 y C8g) y S100A8, S100A9.
Se identificaron varias proteinas como la proteina de la zona de gestacion y el antigeno
CD81 que no habian sido descritas en la MC de mujeres no gestantes o en FCV. El
analisis de Ontologia Génica (GO) de proteinas identificadas evidencioé una mejora
relevante de 28 procesos bioldgicos como la 'regulacion positiva de la esterificacion del
colesterol' y la 'activacion de proteinas plasmaticas implicadas en la respuesta
inflamatoria aguda'. Estos hallazgos sugieren firmemente el papel relevante del MCP en

el mantenimiento del parto y el embarazo [122].
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2. JUSTIFICACION

La fertilidad humana depende de procesos bioldgicos complejos. El conocimiento de la
fertilidad siempre ha despertado gran interés en el mundo cientifico, en las mujeres y en

las parejas alrededor del mundo.

Durante varios afos, el objeto de investigacion ha sido encontrar un parametro
preovulatorio, bioquimico, que permita identificar la ovulacion, con suficiente antelacion y
asi definir, con mayor exactitud, la ventana de fertilidad combinada, teniendo en cuenta

para ello la supervivencia espermatica.

El Profesor Erik Odeblad, sugirié que enzimas como la lisozima, un agente perteneciente
a la inmunidad general del cuerpo, presente en el MC, podria considerarse, junto con
otros, uno de los parametros bioquimicos preovulatorios como elemento clave en la
fertilidad.

El MC es un fluido viscoso producido por las células secretoras de las criptas cervicales.
Este sufre modificaciones a lo largo del ciclo que le hacen tener diferentes caracteristicas
bioquimicas y biofisicas, convirtiéndose en un elemento crucial para la identificacion de la
ovulacion. Asi mismo, desempefia un rol fundamental en el transporte y la capacitacion

de los espermatozoides a través del tracto genital femenino.

La variabilidad ciclica del MC tiene un impacto muy importante sobre fertilidad y la salud
reproductiva [30]. A lo largo del ciclo menstrual, el MC cambia ciclicamente su
composicion quimica, caracteristicas fisicas y el volumen de secrecion. La mucosidad
durante la primera mitad del ciclo es espesa, viscosa y escasa. Forma una barrera fisica
que restringe el acceso de los espermatozoides al tracto genital superior. De cinco a seis
dias antes de la ovulacion, el foliculo dominante produce estrogenos produciéndose un
incremento progresivo de su concentracion. El aumento de estrogenos estimula la
secrecion de Moco estrogénico (Moco E). El Moco estrogénico, desde el exterior aparece
como resbaladizo, mojado, claro y elastico. Esta caracteristica convierte a este tipo de
MC o6ptimo para facilitar la supervivencia y el transporte del espermatozoide en el cuello
uterino. El potencial de fecundacion del évulo aumenta debido a que el Moco E conduce
a la capacitacion o maduracion funcional de los espermatozoides. El tipo de MC fértil
asegura el transporte de espermatozoides a través de las trompas de Falopio al ovario
[21,43]. La viscosidad del MC en este periodo disminuye, pero su volumen aumenta de

10 a 20 veces.

El presente trabajo pretende contribuir en el conocimiento de las propiedades y funciones

fisicoquimicas del MC, incluyendo su importante potencial en el rol como marcador clinico

37



de fertilidad femenina. Asi mismo tratara de contribuir en la identificacion del MC como

una fuente de nuevos biomarcadores proteicos en la fertilidad femenina.
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3. HIPOTESIS.

La enzima lisozima, un agente perteneciente a la inmunidad general del organismo, junto
a otros enzimas que estan presentes en el MC, se comportan como parametros
bioquimicos preovulatorios que pueden identificar de forma precisa y anticipada el

momento en el que se produce la ovulacion.
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4. OBJETIVOS.

Objetivo Principal

- Analizar las variaciones de la abundancia de la enzima lisozima en MC durante

los primeros dias del ciclo menstrual.

Objetivos Secundarios

- (1) Analizar las variaciones de las proteinas presentes en el MC durante los
primeros dias del ciclo menstrual.

- (2) Identificar posibles biomarcadores de la ovulacién.

- (3) Detectar la presencia de células precursoras de Z en las muestras de MC
observadas al microscopio 6ptico y analizar posibles diferencias en la

composicion proteica de las muestras en las que esta presente.
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5. MATERIAL Y METODOS.
5.1 Muestra.
Tamano de la muestra.

Para la determinacion del niumero de muestras, se tomé como referencia el numero de
muestras analizadas en el estudio que describe por primera vez una técnica de analisis
protedmico de alta resolucion para la identificacion de constituyentes proteicos del MC
[30]. El numero de muestras analizadas fue de 18, correspondientes a 3 muestras de un

mismo ciclo de 6 voluntarias.

Tipo de muestreo.

Muestreo de conveniencia. Mujeres Voluntarias interesadas en contribuir al estudio del
MC y la fertilidad.

Seleccion de los dias de toma de muestras.

Para la seleccion de los dias de toma de muestras se tuvo en consideracion que, de
acuerdo con estudios recientes, la fase estrogénica tenia una duracion media de 17 dias
[19]. Los dias seleccionados para el estudio fueron los dias 7, 12 'y 18 de un mismo ciclo

menstrual.

Criterios de inclusion.

Mujeres en edad fértil sin antecedentes de problemas de fertilidad y con historia de ciclos

menstruales regulares.

Adoptaron el compromiso de colaborar en la recogida de muestras seriadas en tres dias

diferentes de un mismo ciclo.

Asi mismo se comprometieron a mantener abstinencia sexual durante el estudio.

Criterios de exclusion.

Se excluyeron del estudio protedmico las muestras que estaban en Fase Gestagénica.

Delimitacion de la muestra.
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Se inscribieron seis mujeres voluntarias, de edad comprendida entre los 25 y los 30 afos,

de raza caucasica, cuya provincia de residencia era Barcelona.

Las voluntarias no tenian antecedentes de problemas de fertilidad, 5 de ellas tuvieron un

parto a término dentro del afio anterior al estudio.

Las muestras de MC (n = 3 por paciente) se recogieron en el Departamento de
Ginecologia del Hospital Universitario Valle Hebrén de Barcelona, de forma seriada,

durante los primeros 18 dias de un mismo ciclo menstrual, en los dias 7, 12 'y 18 del ciclo.

5.2 Metodologia de obtencion de las muestras.

Las muestras de MC fueron obtenidas por un ginecélogo experimentado, mediante una
suave aspiracion de la luz del canal cervical por medio de un catéter para inseminacion

intrauterina (Gynétics Medical Products, Achel, Bélgica).

La metodologia empleada fue la siguiente: Con la voluntaria en posicion de litotomia, se

hizo visible el cérvix mediante un espéculo ginecoldgico, haciendo posible la observacion
del orificio cervical externo. Se limpid el cérvix con una torunda de gasa seca, colocando
entonces el catéter para inseminacion intrauterina en el orificio cervical externo y

realizando una aspiracion suave de la luz del canal cervical.

5.3 Preparacion de las muestras.
5.3.1 Desecado al aire.

Extension: Una parte de la muestra se deposité en un portaobjetos, utilizando una aguja
para su extension en todas direcciones, segun la técnica “spread it out’ descrita por
Odeblad en 1995.

La técnica consiste en depositar la muestra de MC sobre un porta y con la ayuda de una
aguja, extenderla radialmente sobre la superficie del porta en todas las direcciones. La
operacion se realizd inmediatamente después de la extraccion, ya que la difusién idnica

cambia las propiedades del MC en breve espacio de tiempo.

El tiempo aproximado de secado fue de 10 minutos, sin exponer la muestra al sol ni
acercarla a ningun foco de calor. La técnica se recoge en la Figura 3. Las muestras asi
obtenidas pueden permanecer durante mucho tiempo sin alterarse, para su estudio,

siempre que estén guardadas en un ambiente seco y exento de polvo.

45



1. Aspirat

mucus

3. Dry the slide 4. Look at the
in air for one slide in the
our micro-

Figura 3. Esquema de la técnica “spread it out” desarrollada por el Profesor Odeblad para la

observacion de las muestras de Moco Cervical en microscopio 6ptico.

5.3.2 Protedmica.

El resto de la muestra de MC se recogi6 en Tubos Eppendorf de microcentrifuga (marca
PPX). En el departamento de Microbiologia del Hospital Universitario de Valle Hebron se
mezclo 1: 1 (v / v) con una solucion acuosa de acido trifluoroacético (0,2% v/ v). A
continuacion, se procedio al centrifugado de la muestra a 9000 xg durante 10 minutos
con una centrifuga Hermle Labortechnik GmbH-Z 233 M-2 microlitros. La muestra se
almaceno a -80 °C hasta el analisis en un congelador de laboratorio del Hospital

Universitario de Valle Hebron.

5.4 Analisis de las muestras.
5.4.1 Microscopia 6ptica.
La observacion de las muestras en el microscopio 6ptico permitio:

- Identificar los diversos tipos de MC segun su cristalizacion
- Clasificar las muestras atendiendo a la fase del ciclo menstrual a la que
pertenecen

- ldentificar células Z.

5.4.1.1 Observacion de las muestras.

Las 18 muestras de MC desecado y cristalizado de los portas fueron estudiadas y

fotografiadas.

El estudio de las muestras con microscopia éptica se realizé en un microscopio Olympus
BH-2 de la Unidad de Hematimetria del Servicio de Hematologia Clinica del Hospital

Universitario Vall d'Hebron.
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Las muestras fueron fotografiadas en el Servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital

Universitario Teresa Herrera de A Corufa.

5.4.1.2 Clasificacion de las muestras.

Las muestras recogidas en los portas, se analizaron para identificar la fase del ciclo

menstrual de la muestra.

Para la clasificacion de las muestras atendiendo a la fase del ciclo al que pertenecen, se
siguio el protocolo disefiado por el Profesor Odeblad [26], segun se describe a

continuacion:
Cada muestra se analizo y clasifico de forma individual con microscopia 6ptica de luz.

De cada muestra, se analizaron 10 campos al azar de la muestra mediante una lente

reticulada en cuadricula de 10*10 (Modelo AMCMKLRC) inscrita en el ocular.
Se anoté qué tipo de MC aparecia en cada cuadro.

A continuacién, se hizo la suma de cuadros en los 10 campos para cada tipo de Moco y

se dividio por el total de cuadros, calculandose el porcentaje de cada tipo.
De esta forma se calculé en cada muestra el porcentaje de los diversos tipos de Moco.

Finalmente, con la ayuda de la Fecha de la Ultima Regla (FUR), se realiz6 la
extrapolacion sobre la grafica patrén (Figura 4) determinando asi el dia del ciclo en el que

se encontraba la mujer.
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Figura 4. Grafica patrén para el estudio de los porcentajes de Moco en cada momento del ciclo

descrita por el Profesor Odeblad.
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Las muestras se identificaron teniendo en cuenta la siguiente clasificacion:

Fase Estrogénica temprana (del dia 12 al dia -6), Estrogénica tardia (del dia -5 al -3),
fase ovulatoria temprana (del dia -2 al dia 0) Ovulatoria tardia (del dia +1 a +2)

considerando el dia 0 como el dia de la ovulacion [35].

5.4.2 Protedmica.

El proceso de analisis protedmico se recoge de forma simplificada en la Figura 5.
Se utilizaron metodologias modernas y especificas de espectrometria de masas de alta
resolucion y analisis bioinformatico. Esto permitié determinar los cambios de la

composicion proteica del MC durante el ciclo menstrual en el organismo vivo.

El analisis bioquimico del MC intacto es dificil debido a su viscosidad extremadamente
alta. Para resolver esta dificultad, las muestras fueron derivadas a un laboratorio
especializado y el analisis se realiz6 en el Laboratorio del Instituto Cientifico Internacional

Pablo VI del Hospital del Sacro Cuore de Roma, Italia.

Para ello, las muestras fueron trasladadas a Roma, por medio de transporte aéreo a
temperatura controlada con hielo seco y embalaje aislante para garantizar la preservacion

de la cadena de frio.

Las muestras se dividieron en 3 grupos para su analisis. El criterio de agrupacion fue el

dia del ciclo menstrual en el que habian sido obtenidas.

De ese modo, las 6 muestras obtenidas en el dia 7 del ciclo fueron analizadas de forma
conjunta en grupo, las 6 muestras del dia 12 en otro grupo y las 5 muestras del dia 18 en

un tercer grupo.

Primero se realizé el analisis proteémico de los tres grupos y posteriormente el analisis
de datos.

El protocolo utilizado para el analisis fue el siguiente:

Un alicuota de cada una de las muestras de MC, correspondiente a 0,5mg del total de
proteina (segun medicion realizada por el Método de Bradford), se mezclé con
bicarbonato de amonio 1M pH 8,0 y fue reducido con 200mM ditiotreitol (DTT 10mM final,
Sigma) durante 5 minutos a 100° y 15 minutos a 50°C por ultimo, fue alcalinizado con
200mM iodoacetamida (IAA 55mM final, Sigma) en el cuarto oscuro a temperatura
ambiente durante 60 minutos.

Las muestras se dejaron “digiriendo” durante la noche a 37°C afiadiendo 100mM
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bicarbonato de amonio (pH 8) con grado de secuenciacion modificado de tripsina porcina
(1:50, tripsina: concentracion de proteina, Pierce Biotechnology).

Para detener la “digestion”, las muestras fueron acidificadas con solucion acuosa de
acido trifluoroaceético (TFA) (0.2% v/v) e inmediatamente congeladas y liofilizadas. El
tratamiento con TFA facilitd la solubilizacion de pequefios péptidos que de otro modo
podrian coprecipitar con proteinas de alto peso molecular, como mucinas, que fueron

excluidas por este procedimiento del analisis.

La Espectrometria de masas es una técnica analitica que permite estudiar compuestos
de naturaleza diversa: organica, inorganica o bioldgica (incluyendo biopolimeros y
macromoléculas naturales o artificiales) y obtener informacién cualitativa o cuantitativa.
Para ello es necesario ionizar las moléculas, utilizando si fuera preciso una separacion
cromatografica previa, y obtener los iones formados en fase gaseosa. Este proceso tiene
lugar en la fuente de ionizacion. Los iones generados son acelerados hacia un
analizador y separados en funcién de su relacién masa/carga (m/z) mediante la
aplicacion de campos eléctricos, magnéticos o simplemente determinando el tiempo de
llegada a un detector. Los iones que llegan al detector producen una sefial eléctrica que
es procesada, ampliada y enviada a un ordenador. El registro obtenido se denomina
Espectro de masas y representa las abundancias idnicas obtenidas en funcion de la

relacion masa/carga de los iones detectados.

Mediante el analisis por Espectrometria de masas es posible obtener informacion
estructural del MC, obtener informacion de las masas moleculares de las diferentes

proteinas presentes, asi como, cuantificar las diferentes concentraciones.

Las muestras fueron resuspendidas en 40 ul de solucion acuosa de acido férmico (0,1%
v/v) y analizadas utilizando un aparato Ultimate 3000 Nano/Micro-HPLC (Dionex,
Sunnyvale, CA, USA) equipado con un moédulo FLM-3000-Flow Manager y emparejadas
utilizando un Espectrometro de Masas hibrido LQT Orbitrap XL (ThermoFisher, San Jose,
CA).
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Fomy o
PRECIPITACION DE PROTEINAS h Prleservacwn Z IBO alisk
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Figura 5. Representacion grafica del proceso realizado para el analisis protedmico de las

muestras.
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Los experimentos de separacion se realizaron utilizando una columna de Zorbax 300SB-
C18 (3,5 mm diametro de particula; dimension de la columna 1 mm i.d. x 15 cm) (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) utilizando los siguientes eluyentes: (A) solucion acuosa
de acido formico 0.05% (v/v) y (B) acetonitrilo: agua 80: 20 con 0,05% (v/v) solucion
acuosa de acido formico. El gradiente aplicado fue lineal de 0 a 55% de solvente B en 40

minutos con una ratio de flujo de 80 mL min-1.

El espectrometro de masas LTQ-Orbitrap fue operado en modo datos-dependiente en el
cual cada escaneado completo MS del espectrémetro de masas (60000 poder de
resolucion) fue seguido de 3 MS/MS escaneados en los cuales los 3 iones de carga
multiple mas intensos fueron dinamicamente seleccionados y fragmentados por
disociacion inducida por colisién (CID) a una energia de colision normalizada del 35%.
La espectrometria de masa en tandem fue analizado utilizando el software Thermo
Proteome Discoverer 1.4, y el SEQUEST cluster (University of Washington, Seattle, WA,
licensed by Thermo Electron Corp) como herramienta de busqueda contra
UniProtKb/Swiss-Prot Base de conocimiento de liberacién de proteinas 2013-02: 20247
base de datos de proteinas Homo Sapiens.

Para obtener una identificacion fiable de los péptidos, se utilizaron rigurosos filtros
detallados a continuacion: XCorr versus carga, 1,8 y 2,5 para iones cargados doble y
triplemente respectivamente, confianza en péptidos de alto valor y tasa de
descubrimiento falsa <5%.

Se buscaron datos en busca de tres escisiones perdidas, carbamidometilacion fija de
cisteinas y oxidacion de metioninas como modificacién variable. Con el objeto de
identificar un patrén proteico para el MC, para este estudio se considero6 el panel de
proteinas identificadas en al menos una de las muestras con una X score asignada por el

software 41.5.

Las proteinas identificadas por SEQUEST fueron analizadas utilizando el software
PANTHER (Protein Annotation Through Evolutionary Relationship)
(http://www.pantherdb.org/).

Para el objeto de este estudio, las anotaciones de Ontologia Génica (GO) fueron
evaluadas por funcidon molecular en las proteinas comunes.

En lineas generales la GO proporciona una representacion informatica de nuestro
conocimiento cientifico actual sobre las funciones de los genes (0, mas propiamente, las
proteinas y moléculas de ARN no codificantes producidas por genes) de muchos

organismos diferentes, desde humanos hasta bacterias.
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Una anotaciéon de GO es una declaracion sobre la funcion de un gen en particular. Las
anotaciones GO se crean asociando un gen o producto génico con un término GO. Juntas,
estas declaraciones comprenden una "instantanea" del conocimiento biolégico actual. Por
lo tanto, las anotaciones GO capturan declaraciones sobre como funciona un gen a nivel
molecular, en qué parte de la célula funciona y qué procesos bioldgicos (vias, programas)

ayuda a llevar a cabo.

Hay cuatro piezas de informacion que identifican de forma unica una anotacion GO.
Aunque hay componentes adicionales, como minimo una anotacion consta de: Producto

genético (puede ser una proteina, ARN, etc.), Término GO, Referencia, Evidencia.

Las asociaciones de productos genéticos con términos GO son declaraciones que

describen:

-La Funcién molecular, esto es, las actividades moleculares de productos genéticos

individuales.
-Los Componentes celulares: donde los productos génicos estan activos.

- Los Procesos bioldgicos: las vias y procesos mas amplios a los que contribuye la actividad

de ese producto genético.

Las diferencias entre proteinas en cada momento del ciclo fueron también analizadas de

acuerdo con las clases de GO por funciéon molecular.

La cuantificacion sin etiquetas de proteinas comunes se realizé mediante la cuantificacion
del calculo del area de pico durante el analisis bioinformatico utilizando el software
Proteome Discoverer. Este método de cuantificacion se utilizd para obtener una idea de
las cantidades relativas de todos los péptidos en una muestra. La aplicacion Proteome
Discoverer calcula las areas de péptidos durante el procesado, usandolas para calcular
automaticamente las areas de proteinas en el informe. El calculo del area de una proteina
dada se realiza con el promedio de los tres péptidos distintos mas abundantes

identificados para la proteina.
Datos analizados:
v" Relacién de proteinas
v Identificacién de Proteinas Pico y procesos en los que participan
v Evolucion de las Proteinas Pico
v Andlisis de las proteinas mas abundantes
v

Analisis bioinformatico de las funciones
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v/ Cambios en las clases de proteinas
v' Variabilidad en la abundancia de proteinas
Niveles de significacion estadistica:

Segun descrito previamente, se considero significativo el punto de corte para las

proteinas reguladas al alza 21,5 y para las proteinas reguladas a la baja < 0,667 [123].

5.5 Consideraciones éticas.

El disefio del estudio fue aprobado por la Comision Etica en Experimentacion Animal y
Humana (CEEAH) de la Universidad Auténoma de Barcelona, Cédigo CEEAH: 3250.

Las participantes dieron su consentimiento informado para la realizacién del estudio.

El estudio se realizé de acuerdo con la Declaracion de Helsinki (ultima enmienda, 642
Asamblea General Fortaleza, Brasil, octubre 2013) y a la legislacion espafola vigente
(Orden Ministerial SAS/3470/2009, relativa a la realizaciéon de estudios observacionales y

Ley 14/2007, de investigacion biomédica).

El protocolo y el desarrollo del estudio ha seguido las normas del derecho de las
participantes que establece el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento y del Consejo,
de 27 de abril de 2016, relativo a la proteccion de las persones fisicas sobre el tratamiento
de datos y la libre circulacion de estos datos y la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre,

de Proteccion de Datos Personales y garantia de derechos digitales.
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6. RESULTADOS
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6. RESULTADOS.

6.1 Identificacion y descripcion de los tipos de Moco procedentes de la luz del
canal cervical desecados al aire.

El patrén cristalografico propio de cada tipo de secrecion permitio identificar los siguientes
tipos de Moco: L, S, P y G con sus diferentes subtipos como se describe a continuacion:

6.1.1 Identificaciéon de Moco L.

En las muestras en las que se ha localizado Moco L, siguiendo el criterio de clasificacion
de Odeblad, se observa una estructura formada por dos elementos: a) Un eje central
recto o curvo, y b) Estructuras perpendiculares al eje central (90°) que a su vez pueden
presentar una o varias generaciones de brazos mas pequefos, perpendiculares entre si.
La variacion resulté importante tanto en longitud como en anchura de los ejes y de los
brazos. El aspecto global de este Moco es el que generalmente se ha definido como
“morfologia en helechos” Figura 6.

En ocasiones, algunos de los haces se convierten en ejes de otros helechos. A mas
aumento se aprecian depdsitos de cristales sobre los ejes de los helechos y los brazos.
Los helechos se forman a partir de Moco extendido, que se levanta del resto
constituyendo esta morfologia caracteristica. Sobre los monticulos de Moco se van

depositando los cristales.
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Figura 6. Moco L. Todo el campo esta ocupado por figuras semejantes a helechos. Presentan un

eje central recto o de morfologia curva. De los ejes primarios, nacen otros ejes secundarios

también a 90°. Muestra 3.4 ML x 10.

6.1.2 Identificacion de Moco S.

Se observaron 3 subtipos de Moco S:

Moco S1 fue el tipo mas sencillo de Moco S que se observé. Consiste en cristales
mas o menos poligonales que se disponen en hilera. Los cristales no se
encuentran unidos entre si, pero por su disposicion se intuye una linealidad entre
ellos. Tanto en este caso como en los siguientes se aprecian zonas amplias
donde so6lo aparece este tipo de Moco. Con mas aumentos se aprecia mejor la
disposicion de los cristales sueltos, su morfologia variable y la presencia, al
microscopio de luz de un substrato de Moco abundante sobre el cual se produce
la cristalizacion.

Moco S2 presenta una mayor aproximacion entre los cristales que se situan
formando hileras, no existiendo ninguna ramificacién. Suelen disponerse estas
formando conjuntos de hileras paralelas entre si y con mas aumento se detecta
qgue la hilera de cristales presenta pocas discontinuidades como se aprecia en la
Figura 7.

Moco S3, los cristales se observan en hileras de las cuales salen ramificaciones
que tienen poca longitud. Estas ramificaciones pueden no presentar otras ramas o
tener unas segundas ramas. La longitud del eje de las ramas no supera la longitud
del eje central. Es caracteristico que, en todos estos tipos de S, no se aprecien los

tipicos monticulos o masas de Moco que sobresalen de la superficie.

Figura 7. Moco S2. Los cristales mas o menos circulares, proximos entre si, se disponen en hilera.

No aparecen ramificaciones del eje principal. Muestra 3.6 ML x 4.
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6.1.3 Identificacion de Moco P.
De los cuatro tipos de Moco, el P es el que representa una mayor variabilidad en cuanto a
subtipos.

Se observaron 5 subtipos de Moco P:

- Moco P6B. Presenta una simetria hexagonal, con seis ejes bien definidos. La
morfologia es estrellada, pero los ejes son muy nitidos y las unidades que
constituyen son grandes. De los ejes parten ramas con un angulo de unos 60°. Se
observa poca cristalizacion y el grosor de ramas es variado.

- Moco P2. Consiste en un eje central del que salen ramas con un angulo de 60° a
ambos lados de dicho eje. Es una formacién bastante frecuente. A veces, ese eje
principal se divide a su vez en dos, y asi sucesivamente, aunque siempre se
mantiene el angulo de 60° en todas las ramificaciones. Se aprecia perfectamente
la elevacion sobre el fondo, con pocos cristales. Se puede ver asociado al L o al
S.

- Moco Pa. Este Moco presenta también, una simetria radial, pero no tiene ejes
bien definidos, de manera que la morfologia es estrellada, aun cuando los ejes
estén sin definir. Se observa que las ramificaciones que parten del centro tienen
todas 60° aproximadamente. Las unidades que forman pueden ser grandes, como
en el caso del P6B, o mucho mas pequefas. Hay pocos cristales y se observa
una mayor ramificaciéon de los haces.

- Moco P4. La cristalizacion presenta dos ejes fundamentales y claramente
definidos, cruzados entre si con un angulo de 90°. De ellos salen ramificaciones
en forma de helecho, con un angulo de 60° respecto a los ejes centrales. A veces,
de estos mismos ejes parten subdivisiones, siendo frecuente encontrar este tipo
de Moco junto con los tipos L y Pa. Los haces presentan diametro variable y se
aprecian cristales en los ejes.

- Moco Pt. La forma de las ramificaciones que parten del eje central es triangular.
Suele haber un eje central que se va ramificando; tanto el eje como las ramas
parecen estar constituidos principalmente por cristales con cierta discontinuidad

entre ellos.

En las Figuras 8 y 9 se muestran ejemplos del Moco P.
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Figura 8. Moco P6B. En la parte central de la imagen, un ejemplo de Moco P6B, de simetria
hexagonal, con 6 ejes asimétricos. De los ejes parten ramas con un angulo de 60°. Muestra 3.4
ML x 10.

Figura 9. Moco P. Detalle de los ejes centrales de los cuales se originan ejes secundarios con un
angulo de 60°. De estos ejes secundarios parten a su vez ramas con angulo de 60° también.
Muestra 3.2 ML x 10.

6.1.4 Identificacion de Moco G.

El Moco G se caracteriza por presentar una alta densidad de cristales, sueltos o en
agrupaciones amorfas. En algunos casos, las preparaciones con Moco G presentan un
elevado contenido celular. Otras veces son simplemente cristales sueltos como se

aprecia en las Figuras 10y 11.
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Figura 10. Moco G. Se presenta en forma de cristales sueltos, de morfologia diversa. Muestra 1.5
ML x 10.

58



Figura 11. Moco G. En las agrupaciones cristalinas no se aprecia morfologia concreta.
Muestra 1.5 ML x 10.

6.1.5 Clasificacion de las muestras segun la fase del ciclo.

Se realiz6 la clasificacion de las muestras atendiendo a la fase del ciclo con la que se

correlacionaban, siguiendo el protocolo disefado por el Profesor Odeblad.

La Tabla 1 recoge los datos mas relevantes de las muestras analizadas:

La edad de las voluntarias

El niumero de identificacion de la muestra

El nimero de identificacion consta de dos niumeros separados por un punto.

El primer niumero corresponde al dia de la toma de la muestra (1= Dia 7, 2= Dia
14, 3= Dia 18 del ciclo), el segundo, al niumero de voluntaria (del 1 al 6)

Los porcentajes de cada tipo de Moco en cada una de las muestras analizadas
La fase del ciclo a la que pertenece la muestra: Estrogénica (Temprana / Tardia),
Ovulatoria (Temprana/ Tardia)
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Edad

28

25

27

30

29

28

N° de
identificacion de
la muestra
(Dia de la toma.
N° de voluntaria)
1.1
2.1
3.1
1.2
2.2
3.2
1.3
23
3.3
1.4
24
3.4
1.5
25
3.5
1.6

2.6

3.6

Porcentaje de los diferentes
tipos de moco

en cada muestra
100% G
100% G
100% G+
100% G
50% G 50% L
85% G 10%L
100% G
100% G
100% G
100% G
100% G
80%L 16% S
100% G
90% G 10%L
23% G 50%L
100% G
100% G

80% L

5% P

4% P

15% S 2% P

Fase del ciclo

Estrogénico Temprano
Estrogénico Temprano
Gestagénico
Estrogénico Temprano
Estrogénico Tardio
Ovulatorio Tardio
Estrogénico Temprano
Estrogénico Temprano
Estrogénico Temprano
Estrogénico Temprano
Estrogénico Temprano
Ovulatorio Temprano
Estrogénico Temprano
Estrogénico Temprano
Ovulatorio Temprano
Estrogénico Temprano

Estrogénico Temprano

17% S 3% P  Ovulatorio Temprano

Tabla 1. Datos mas relevantes de las muestras analizadas con microscopia optica.
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La muestra 3.1 corresponde a fase gestagénica, y segun descrito previamente fue

descartada para el estudio protedmico.

6.1.6 Identificacion de células precursoras Z.

En la observacion de las muestras con el microscopio 6ptico, se hallaron unas células de
morfologia redondeada, que se mostraban sueltas o en agrupaciones en forma de anillo.
Estas células se corresponden con las descritas previamente por el Profesor Odeblad

como células precursoras Z [35].

pe g %

Figura 12. Imagen de la secrecion Z incluida en la comunicacion del Profesor Odeblad en el

[Il Congreso Internacional en Reconocimiento de la Fertilidad en 2012, en Peru.
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Figura 13. Células precursoras Z de morfologia redondeada. Muestra 3.2. ML x 40.

6.2 Analisis proteémico.

De las 18 muestras iniciales, se excluyo del estudio protedmico la muestra que se

encontraba en fase gestagénica.

Se realiz6 el analisis protedmico de las 17 muestras dividiéndolas en tres grupos

atendiendo al dia en el que fue recogida la muestra:

v

Muestras tomadas el dia 7 del ciclo menstrual. Incluye 6 muestras. La totalidad de

estas muestras se encuentra en fase estrogénica temprana.

Muestras tomadas el dia 12. Incluye 6 muestras. La mayoria de estas muestras se

encuentra en fase estrogénica temprana.

Muestras tomadas el dia 18. Incluye 5 muestras. La mayoria de estas muestras se

encuentra en fase ovulatoria.

6.2.1 Relacion de Proteinas.

La aplicacion Proteome Discoverer permite la identificacion y cuantificacion proteinas a

partir de los espectros de masas de péptidos fragmentados digeridos.
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El analisis protedmico de todas las muestras de los tres grupos conjuntamente permitio la

identificacion de un total de 48 proteinas.

El listado completo de las proteinas se informa en la Tabla 2.

Para cada proteina se reporta la siguiente informacién: Codigo UniPROT, nombre del

Gen, Peso Molecular en kDa, Punto Isoeléctrico y Descripcion.

UniPROT Nombre del

P04217
P01859

P01860

P01857

P08311
P02533
P05109
P01834
P22528
P01591
P01876

P02787
B3EWG3
P00751
P61626
P02511
P35321
P04792
Q96KKS
P13646
P32926
P04080

Gen

A1BG
IGHG2

IGHG3

IGHG1

CTSG
KRT14
S100A8
IGKC
SPRR1B
JCHAIN
IGHA1

TF
FAM25A
CFB
LYZ
CRYAB
SPRR1A
HSPB1
HIST1H2AH
KRT13
DSG3
CSTB

Peso
Molecular
[kDa]

13,2
69,3

18,1

14,3

37,6
11,0
16,5
15,2
15,2
22,8
16,0

53,5
8,6
13,9
11,1
9,9
9,9
11,8
10,2
10,8
11,3
78,1

Punto

Isoeléctrico

6,13
6,28

8,57

8,75

6,51
5,50
9,16
8,68
7,01
6,40
7,28

6,10
5,92
10,32
7,56
8,48
8,48
6,52
6,99
7,03
7,87
8,12
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Descripcion

Alpha-1B-glycoprotein
Immunoglobulin heavy constant
gamma 2

Immunoglobulin heavy constant
gamma 3

Immunoglobulin heavy constant
gamma 1

Cathepsin G

Keratin, type | cytoskeletal 14
Protein S100-A8
Immunoglobulin kappa constant
Cornifin-B

Immunoglobulin J chain
Immunoglobulin heavy constant
alpha 1

Serotransferrin

Protein FAM25A

Complement factor B
Lysozyme C

Alpha-crystallin B chain
Cornifin-A

Heat shock protein beta-1
Histone H2A type 1-H

Keratin, type | cytoskeletal 13
Desmoglein-3

Cystatin-B



P01040
P60709
P06702
Q07654
P02765
P04083
P02788
P05164
P04264
Q14508

P19957
Q01469

P13647
P01833

P19013
P69905
POCG04

QOUBG3
Q9NQ38

P03973
P68871
P23527
P02768
P02538
QOUBC9
P59665

CSTA
ACTB
S100A9
TFF3
AHSG
ANXA1
LTF
MPO
KRT1
WFDC2

PI3
FABPS5

KRT5
PIGR

KRT4
HBA1
IGLC1

CRNN
SPINKS

SLPI
HBB
HIST1H2BO
ALB
KRT6A
SPRR3
DEFA1

13,0
9,3
12,3
77,0
41,3
66,0
60,0
36,1
41,7
28,8

62,3
35,9

20,1
83,8

39,3
51,5
18,1

49,6
13,9

57,2
54,2
120,6
83,2
38,7
85,5
107.,5

4,84
6,15
8,82
7,12
7,90
8,12
8,00
8,19
5,48
11,19

7,74
7,59

7,33
8,97

5,72
5,16
5,24

4,96
10,89

6,61
5,86
8,06
5,74
7,02
7,06
5,00

Cystatin-A

Actin, cytoplasmic 1

Protein S100-A9

Trefoil factor 3
Alpha-2-HS-glycoprotein
Annexin A1

Lactotransferrin
Myeloperoxidase

Keratin, type Il cytoskeletal 1
WAP four-disulfide core domain
protein 2

Elafin

Fatty acid-binding protein,
epidermal

Keratin, type Il cytoskeletal 5
Polymeric immunoglobulin
receptor

Keratin, type Il cytoskeletal 4
Hemoglobin subunit alpha
Immunoglobulin lambda constant
1

Cornulin

Serine protease inhibitor Kazal-
type 5

Antileukoproteinase
Hemoglobin subunit beta
Histone H2B type 1-O

Serum albumin

Keratin, type Il cytoskeletal 6A
Small proline-rich protein 3

Neutrophil defensin 1

Tabla 2. Listado de las 48 proteinas identificadas en el analisis protedémico de todas las

muestras conjuntamente.
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De entre las 48 proteinas identificadas, recogidas en la Tabla 2, se encuentran: cadenas
de inmunoglobulina (IGHA1, IGHG1, IGHG2, IGHG3, IGKC, JCHAIN, IGLC1), Neutrophil
defensin 1 (DEFA1), WAP four-disulfide core domain protein 2 (WFDC2), Serine protease
inhibitor Kazal-type 5 (SPINK5) y Lactotransferrin (LTF) todas ellas implicadas en la

inmunidad.

6.2.2. Identificacion de las Proteinas Pico (“Peaking Proteins™) y procesos

biolégicos en los que participan.

El algoritmo de busqueda de picos permitio identificar los datos de espectrometria de

masas sin procesar y generar una lista de picos y abundancias relativas.

Los picos representan los fragmentos de péptidos para una masa y carga determinadas.
La Tabla 3 recoge el listado de las 11 Proteinas Pico que revel6 el analisis conjunto de

todas las muestras de los tres grupos.

UniPROT Nombre del Gen Descripcién

Q9UBC9 SPRR3 Small proline-rich protein 3
P04792 HSPB1 Heat shock protein beta-1
P04080 CSTB Cystatin-B

P22528 SPRR1B Cornifin-B

P01834 IGKC Immunoglobulin kappa constant
P05109 S100A8 Protein S100-A8

P02787 TF Serotransferrin

P02538 KRT6A Keratin, type Il cytoskeletal 6A
P01857 IGHG1 Immunoglobulin heavy constant gamma 1
QINQ38 SPINK5 Serine protease inhibitor Kazal-type 5
P01833 PIGR Polymeric immunoglobulin receptor

Tabla 3. Relacion de las 11 Proteinas Pico identificadas en el analisis de todas las muestras

conjuntamente.
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Los procesos biologicos en los que participan las proteinas pico halladas son los
siguientes:
e Small proline-rich protein 3 (SPRR3), Cornifin-B (SPRR1B) y Keratin, type Il
cytoskeletal 6A (KRT6A) estan implicadas en la queratinizacion.
e Cystatin-B (CSTB) y Serine protease inhibitor Kazal-type 5 (SPINK5) son
inhibidores de proteasa.
e Heat shock protein beta-1 (HSPB1) participa en el proceso bioldgico de
interaccion huésped-virus.
¢ Immunoglobulin kappa constant (IGKC), Immunoglobulin heavy constant
gamma 1 (IGHG1), Polymeric immunoglobulin receptor (PIGR) y Protein S100-
A8 (S100A8) participan de la inmunidad.

e Serotransferrin (TF) que participa en el transporte.
6.2.3 Evolucion de las Proteinas Pico.
Para estudiar la evolucion de las Proteinas Pico, se analizaron las muestras agrupadas
por dias de obtencion.

La Figura 14 recoge graficamente la evolucion de las 11 Proteinas Pico en los 3 dias del

ciclo analizados.
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Figura 14. Evolucion de las 11 Proteinas Pico a medida que avanza el ciclo.

En protedmica, de acuerdo con lo descrito previamente, una expresion se considera
significativamente modificada cuando se produce cambio de 21,5 o <0,667.

Small proline-rich protein 3 (SPRR3), Serine protease inhibitor Kazal-type 5 (SPINK5)
y Polymeric immunoglobulin receptor (PIGR) aumentaron significativamente en las

muestras del dia 18 del ciclo respecto a las del dia 7 y 12. Figura 15.
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Figura 15 Proteinas Pico que incrementan su abundancia en el dia 18 respecto a la abundancia
promedio de los dias 7 y 12.

Las proteinas pico recogidas en la Figura 16 sin embargo, disminuyeron
significativamente el dia 18 respecto a los dias 7 y 12.
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Figura 16. Proteinas Pico que disminuyen su abundancia en el dia 18 respecto a la abundancia

promedio de los dias 7 y 12.
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6.2.4 Analisis de las proteinas mas abundantes.

Es posible determinar el area de cualquier péptido, realizando la cuantificacién del calculo
del area de pico. Este método de cuantificacion resulta de utilidad para conocer las

cantidades relativas de todos los péptidos en una muestra.

Las 10 proteinas mas abundantes halladas en las muestras del dia 7 del ciclo, cuando
todas las muestras se encontraban en fase estrogénica temprana, se reflejan en la Tabla
4,

UniPROT Nombre del Gen Descripcion
P19957 PI3 Elafin
P60709 ACTB Actin, cytoplasmic 1
Q9UBG3 CRNN Cornulin
P69905 HBA1 Hemoglobin subunit alpha
P68871 HBB Hemoglobin subunit beta
P03973 SLPI Antileukoproteinase
P23527 HIST1H2BO Histone H2B type 1-O
POCG04 IGLCA1 Immunoglobulin lambda constant 1
P59665 DEFA1 Neutrophil defensin 1
P02768 ALB Serum albumin

Tabla 4. Listado de las 10 proteinas mas abundantes el dia 7 del ciclo.

El dia 7 del ciclo no estaban presentes las proteinas que se recogen en la Tabla 5.

UniPROT Nombre del Gen Descripcion
P22528 SPRR1B Cornifin-B
P02511 CRYAB Alpha-crystallin B chain
P02533 KRT14 Keratin, type | cytoskeletal

Tabla 5. Proteinas ausentes el dia 7 del ciclo.

Las 10 proteinas mas abundantes halladas en el dia 12 del ciclo, en el que la mayor parte

de las muestras estaban en fase estrogénica temprana se reflejan en la Tabla 6.

UniPROT Nombre del Gen Descripcion

69



P05164 MPO Myeloperoxidase

P60709 ACTB Actin, cytoplasmic 1
POCG04 IGLCA1 Immunoglobulin lambda constant 1
Q01469 FABP5 Fatty acid-binding protein, epidermal
Q9UBG3 CRNN Cornulin

P04080 CSTB Cystatin-B

P23527 HIST1H2BO Histone H2B type 1-O
P02768 ALB Serum albumin

P02538 KRT6A Keratin, type Il cytoskeletal 6A
P59665 DEFA1 Neutrophil defensin 1

Tabla 6. Listado de las 10 proteinas mas abundantes el dia 12 del ciclo.

El dia 12 del ciclo no estaban presentes las proteinas recogidas en la Tabla 7.

UniPROT Nombre del Gen Descripcion
P01859 IGHG2 Immunoglobulin heavy constant gamma 2
P04217 A1BG Alpha-1B-glycoprotein

QI9NQ38 SPINKS Serine protease inhibitor Kazal-type 5

Tabla 7. Proteinas ausentes el dia 12 del ciclo.

Las 10 proteinas mas abundantes halladas en el dia 18 del ciclo, cuando la mayoria de

las muestras se encontraban en fase ovulatoria, se recogen en la Tabla 8.

UniPROT Nombre del Gen Descripcion

POCG04 IGLCA1 Immunoglobulin lambda constant 1
Q9UBG3 CRNN Cornulin

QI9NQ38 SPINK5S Serine protease inhibitor Kazal-type 5
P03973 SLPI Antileukoproteinase
P68871 HBB Hemoglobin subunit beta
P23527 HIST1H2BO Histone H2B type 1-O
P02768 ALB Serum albumin

P02538 KRT6A Keratin, type Il cytoskeletal 6A
Q9UBC9 SPRR3 Small proline-rich protein 3
P59665 DEFA1 Neutrophil defensin 1
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Tabla 8. Listado de las 10 proteinas mas abundantes el dia 18 del ciclo.

El dia 18 del ciclo no se hallaron trazas de las siguientes proteinas:

UniPROT Nombre del Gen Descripcion
P01834 IGKC Immunoglobulin kappa constant
P01857 IGHG1 Immunoglobulin heavy constant gamma 1
P01859 IGHG2 Immunoglobulin heavy constant gamma 2
P01860 IGHG3 Immunoglobulin heavy constant gamma 3
P08311 CTSG Cathepsin G
P05109 S100A8 Protein S100-A8
P04217 A1BG Alpha-1B-glycoprotein

Tabla 9. Listado de proteinas ausentes el dia 18 del ciclo.

Todas las proteinas ausentes el dia 18 del ciclo, cuando la mayoria de las muestras

estaban en fase ovulatoria, estan implicadas en la respuesta inmune.

6.2.5 Analisis bioinformatico de las funciones moleculares.

El analisis bioinformatico de las funciones moleculares de las proteinas reveld que la
mayor parte de los constituyentes del MC el dia 7, cuando la totalidad de las muestras se

encontraban en fase estrogénica temprana eran proteinas de union.
El segundo grupo mayoritario eran proteinas que tienen actividad catalitica.

Seguidas de proteinas reguladoras de la funcion molecular, actividad transportadora y

estructural, tal y como recoge la Figura 17.
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PANTHER GO-Slim Molecular Function
Total # Genes: 44 Total # function hits: 33

[ sinding (GO:0005488)

Catalytic activity (GO:0003824)

Molecular function regulator (GO:0098772)
Structural molecule activity (GO:0005198)
Transporter activity (GO:0005215)

Figura 17. Funciones moleculares de las proteinas presentes el dia 7 del ciclo.

El analisis bioinformatico de las funciones moleculares de las proteinas, de las muestras
del dia 12, reflejé también como grupo mayoritario el de las proteinas de union siendo el
segundo grupo mayoritario el de proteinas con actividad catalitica. Los porcentajes, como
se refleja en la Figura 18, fueron practicamente idénticos a los del dia 7.

PANTHER GO-Slim Molecular Function
Total # Genes: 43 Total # function hits: 29

[ Binding (G0:0005488)
l Catalytic activity (GO:0003824)

Molecular function regulator (GO:0098772)
Structural molecule activity (GO:0005198)
Transporter activity (GO:0005215)
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Figura 18. Funciones moleculares de las proteinas presentes el dia 12 del ciclo.

El analisis comparativo de las anotaciones GO para la funcion molecular de las 10
proteinas mas abundantes identificadas en el dia 18, cuando la mayoria de las muestras
se encontraban en fase ovulatoria, reveld un incremento en la actividad catalitica

respecto a las fases previas, si bien la actividad de unién seguia siendo la predominante.

PANTHER GO-Slim Molecular Function
Total # Genes: 38 Total # function hits: 29

I Binding (GO:0005488)
Catalytic activity (GO:0003824)
Molecular function regulator (GO:0098772)
Structural molecule activity (GO:0005198)
Transporter activity (GO:0005215)

Figura 19. Funciones moleculares de las proteinas presentes el dia 18 del ciclo.

La actividad catalitica estaba principalmente relacionada con actividad hidrolitica:

PANTHER GO-Slim Molecular Function
Level 1: catalytic activity (G0:0003824)
Total # Genes: 12 Total # function hits: 19

B catalytic activity, acting on a protein (GO:0140096) )]
hydrolase activity (GO:0016787) =
M oxidoreductase activity (GO:0016491) ]
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Figura 20. Funciones moleculares de las proteinas con actividad catalitica

6.2.6 Cambios en las clases de proteinas.

El analisis de los cambios producidos en las clases de proteinas, de los dias 7,12 y 18, se

recogen en la Figura 21.

35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00 I I mDia7
5,00 l .
, Dia 12
0.00 B l l
3N N D) S A Dia 18
0’1' QQ QQ Q\ 0/\ & & & Q"’ 0‘1'
S S S N\ ) N N N\ N\
S \ S S \ \S \S
4 W o O N N N O W 4
S N ) ) @ @ ) & &
% \@ O QO O O O O @ )
& RS S Q Q T 8 & &
&L FS s S
PR XS S S P O N SN R U
S & c‘;\\& s@‘\o N & & & P &
K \S
& \\(bb .ngo RO (@e} \c'}o@ & & &
o @ & g XY J > > @
6\ O - N2 é,\ € \0 <
é ) & S @ X9
é\(\ A\ RS 0\\
& é@Q
< &

Figura 21. Cambios en las funciones moleculares de las proteinas los 3 dias del ciclo analizados.

Las moléculas de adhesion celular (PC00069), las moduladoras de la actividad de union
a proteinas (PC00095), las proteinas de transferencia / portadoras (PC00219), las
proteinas citoesqueléticas (PC00085), las moléculas de seial intercelular (PC00207) y la
enzima de interconversion de metabolitos (PC00262), presentan un incremento

significativo en la fase ovulatoria respecto a la fase estrogénica.

Las enzimas modificadoras de proteinas (PC00260) y las proteinas implicadas en
defensa e inmunidad descienden significativamente en la fase ovulatoria respecto a la

fase estrogénica.
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6.2.7 Variabilidad en la abundancia de proteinas.

Finalmente, se realizé un estudio detallado de cada una de las 48 proteinas totales para

analizar posibles cambios significativos en la abundancia de las proteinas.

6.2.7.1 Lisozima.

Los resultados del analisis detallado de la abundancia de Lisozima a medida que

avanzaba el ciclo se recogen en la Tabla 10.

UniPROT Proteina AUC
Dia 7 Dia 12 Dia 18
P61626 Lysozyme C 1.918.232,94 1.482.160,03 302.209,27

Tabla 10. Abundancia de Lisozima en los dias 7, 12 y 18 del ciclo. (AUC=Area Under Curve).

Las diferencias en la abundancia de Lisozima de los dias 7 y 12 respecto a las muestras
del dia 18 muestra un descenso significativo.

Esto es, la abundancia de Lisozima cuando la mayor parte de las muestras se
encontraban en fase estrogénica temprana fue 5,62 veces superior a la abundancia de

Lisozima cuando la mayor parte de las muestras estaban en fase ovulatoria.

La Figura 22 muestra de forma grafica la abundancia de Lisozima en los 3 dias del ciclo

analizados.

Lisozima
2.500.000,00

2.000.000,00
1.500.000,00
1.000.000,00

500.000,00

0,00
Dia7 Dia 12 Dia 18

Figura 22. Evolucion de la abundancia de lisozima en los diferentes dias del ciclo.
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6.2.7.2 Resto de proteinas.

Ademas de la lisozima, otras 17 proteinas disminuyeron también significativamente su

abundancia en el dia 18 del ciclo respecto a los dias 7 y 12, tal y como se recoge en la

Tabla 11.

AUC promedio

Proteina (Gen)

Ig heavy constant alpha 1 (IGHA1)

Ig J chain (JCHAIN)

Cystatin-B (CSTB)

Serotransferrin (TF)

Serum albumin (ALB)

Actin, cytoplasmic 1 (ACTB)
Cystatin-A (CSTA)

Cornifin-B (SPRR1B)

Heat shock protein beta-1 (HSPB1)
Protein S100-A9 (S100A9)
Complement factor B (CFB )

Histone H2A type 1-H (HIST1H2AH)
Alpha-2-HS-glycoprotein (AHSG )
Fatty acid-binding prot, epidermal (FABP5)
Myeloperoxidase (MPO)

Keratin, type Il cytoskeletal 6A (KRT1)
Ig lambda constant 1 (IGLC1)

Dias 7y 12
1.977.008,21
1.208.264,13
3.823.259,71

794.686,08

25.925.543,74

3.436.615,36
2.358.739,82
100.470,65
1.287.808,52
2.583.828,17
727.429,31
981.164,83
2.555.222,69
4.053.371,09
2.946.378,10
12.724.701,36
6.078.655,12

AUC
Dia 18

127.019,13
84.843,26
552.580,13
142.980,29
5.372.608,03
751.360,94
560.057,95
25.250,47
368.725,83
818.992,75
247.698,68
418.577,76
1.161.073,57
1.984.479,62
1.505.198,52
6.977.146,99
3.591.492,56

Relacién
7-12/18

15,56
14,24
6,92
5,56
4,83
4,57
4,21

3,98
3,49
3,15
2,94
2,34
2,20
2,04
1,96
1,82
1,69

Tabla 11. Relacién de proteinas que mostraron un descenso significativo en su abundancia en el

dia 18 del ciclo.

El detalle grafico de la diferencia en la abundancia de estas 17 proteinas, el dia 18

respecto al promedio de los dias 7 y 12 se recoge en Figura 23.
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Figura 23. Evolucién de las proteinas cuya abundancia disminuy¢ significativamente en el dia 18
respecto a los dias 7 y 12 del ciclo.

Ocho proteinas, sin embargo, incrementaron su presencia de una forma significativa en el

dia 18 del ciclo, tal y como se recoge en la Tabla 12.

AUC

Proteina (Gen) I';,"o"_‘,edi& I;I}U1C8 B&?ﬁiﬁ;ﬂ
jas 7y a

(SSeI:r)iIrrl\leK%rc))tease inhibitor Kazal-type 5 20733317 3.745.483.49 16.48

Fﬁgﬁfric 'mmuneglobulin receptor 233.878,24  2720.88528 11,63

apRRay e protein 3 178157434  6.990.860.73 3,02

}/\\//\ﬁ%lglzjr)-disulfide core domain protein 2 810.920 11 1.697.755.30 209

I(f,;a%r};\)type Il cytoskeletal 4 151792978  3.070.179.83 2,02

?[?Ssg“g’ %Iein'e’ 249307,42  479.092,26 1,92

(T{E‘E’:',,' {acmr 3 50979940  871.692,61 171
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Keratin, type Il cytoskeletal 5

(KRT5) 1.298.095,91  2.202.364,14 1,70

Tabla 12. Relacién de proteinas que mostraron un incremento significativo en su abundancia en el

dia 18 del ciclo.

El detalle grafico de la evolucion de estas 8 proteinas los tres dias del ciclo analizados se
recoge en Figura 24.
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Figura 24. Proteinas cuya abundancia aumento significativamente en el dia 18

respecto a los dias 7 y 12 del ciclo.
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6.2.7.3 Secrecion Z.

Finalmente, se realiz6 el analisis de la diferencia en la abundancia de proteinas del dia

12, dia en el que se hallaron muestras de la secrecion Z, respecto a los dias 7 y 18.

Se hallaron 9 proteinas cuya abundancia era significativamente superior en el dia 12,

respecto a los dias 7 y 18.
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mDia12 ®Promediodias7y 18

Figura 25. Proteinas cuya abundancia estaba significativamente elevada en el dia 12 del ciclo.

A modo de resumen, la Tabla 13, recoge algunos de los resultados mas relevantes:

Proteinas mas abundantes
Dia 7 Dia 12 Dia 18

PI3 Elafin MPO  Myeloperoxidase IGLCA1 Immunoglobulin
lambda constant 1
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ACTB  Actin,
cytoplasmic 1
CRNN | Cornulin
HBA1 | Hemoglobin
subunit alpha
HBB Hemoglobin
subunit beta
SLPI  Antileukoprot
einase
HIST1H Histone H2B
2BO | type 1-O
IGLC1 | Immunoglobul
in lambda
constant 1
DEFA1  Neutrophil
defensin 1
ALB Serum
albumin

Proteinas ausentes

Dia 7
SPRR1  Cornifin-B
B
CRYAB Alpha-
crystallin B
chain
KRT14 Keratin, type |

cytoskeletal

ACTB

IGLC1

FABPS5

CRNN

CSTB

HIST1H
2BO
ALB

KRT6A

DEFA1

IGHG2

A1BG

SPINKS

Actin,
cytoplasmic 1
Immunoglobulin
lambda constant
1

Fatty acid-
binding protein,
epidermal
Cornulin

Cystatin-B

Histone H2B
type 1-O
Serum albumin

Keratin, type Il
cytoskeletal 6A
Neutrophil
defensin 1

Dia 12
Immunoglobulin
heavy constant
gamma 2
Alpha-1B-
glycoprotein

Serine protease
inhibitor Kazal-
type 5

CRNN Cornulin
SPINK5 | Serine protease
inhibitor Kazal-type 5
SLPI Antileukoproteinase
HBB Hemoglobin subunit
beta
HIST1H2B Histone H2B type 1-O
O
ALB Serum albumin
KRT6A Keratin, type Il
cytoskeletal 6A
SPRR3 Small proline-rich
protein 3
DEFA1 Neutrophil defensin 1
Dia 18
IGKC Immunoglobulin kappa
constant
IGHG1 Immunoglobulin heavy
constant gamma 1
IGHG2 Immunoglobulin heavy
constant gamma 2
IGHG3 Immunoglobulin heavy
constant gamma 3
CTSG Cathepsin G
S100A8  Protein S100-A8
A1BG Alpha-1B-glycoprotein

Proteinas con cambios significativos en su abundancia

Dia 7

Dia 12

Incremento significativo

SPRR1
B
CSTB
S100A8

CRYAB

Cornifin-B
Cystatin-B
Protein S100-A8

Alpha-crystallin B
chain
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Dia 18

Incremento significativo

SPINK5 | Serine protease inhibitor
Kazal-type 5
PIGR Polymeric
immunoglobulin receptor
SPRR3  Small proline-rich protein
3
WFDC2 | WAP four-disulfide core

domain protein 2



KRT6A | Keratin, type Il
cytoskeletal 6A
TF Serotransferrin
FABP5 @ Fatty acid-
binding protein,
epidermal
HSPB1 | Heat shock
protein beta-1
IGKC | Immunoglobulin
kappa constant

KRT6A

DSG3
TFF3

KRT5

Keratin, type Il
cytoskeletal 4
Desmoglein-3
Trefoil factor 3

Keratin, type Il
cytoskeletal 5

Descenso significativo

LYZ
IGHA1

JCHAIN
CSTB
TF
ALB
ACTB
CSTA
SPRR1B
HSPB1

S100A9
CFB
HIST1H2
AH
AHSG
FABPS5

MPO
KRT1

IGLC1

Lysozyme C

Ig heavy constant alpha
1

Ig J chain

Cystatin-B
Serotransferrin

Serum albumin

Actin, cytoplasmic 1
Cystatin-A

Cornifin-B

Heat shock protein beta-
1

Protein S100-A9
Complement factor B
Histone H2A type 1-H

Alpha-2-HS-glycoprotein
Fatty acid-binding prot,
epidermal
Myeloperoxidase
Keratin, type Il
cytoskeletal 6A

Ig lambda constant 1

Tabla 13. Resumen de algunos de los resultados mas relevantes.
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7. DISCUSION
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7. DISCUSION.

Numerosas investigaciones se han centrado en la busqueda de un parametro bioquimico,
preovulatorio, que permita identificar la ovulacion, con suficiente antelaciéon y asi definir,

con mayor exactitud, la ventana de fertilidad combinada.

Se ha sugerido que enzimas como la lisozima, un agente perteneciente a la inmunidad
general del cuerpo y presente en el MC, podria considerarse, entre otros, uno de los

parametros bioquimicos preovulatorios como elemento clave en la fertilidad.

En el presente estudio se ha analizado la evolucion del MC durante los dias 7,12 y 18 de
un mismo ciclo.

El analisis con microscopia de luz de las muestras de MC cuidadosamente distribuidas en
portaobjetos y secadas (sin fijacion, sin tincion), ha permitido identificar los patrones
cristalograficos de los principales tipos de MC denominados L, S, P y G que han
coincidido con los ya descritos previamente en la literatura [28,33].

Con la finalidad de determinar la fase del ciclo en el que se encontraba cada muestra, se
aplico la metodologia definida por el profesor Odeblad [26]. Se calculé en cada muestra,
el porcentaje de los diversos tipos de MC, haciendo una extrapolacion sobre la grafica
patron. Los porcentajes obtenidos de los diferentes tipos de moco han sido similares a los
hallados en estudios previos [33].

La totalidad de las muestras tomadas el dia 7 del ciclo menstrual y la mayoria de las
muestras tomadas el dia 12 se correspondieron con la fase estrogénica temprana.

La mayoria de las muestras tomadas el dia 18 se correspondieron con la fase ovulatoria.
Estos resultados coinciden con los hallazgos de estudios recientes segun los cuales la

ovulacion sucedio en torno al dia 18 del ciclo [19].

Las observaciones realizadas confirmarian que existen cambios ciclicos en la cristalizacion

del moco, en funcién del dia del ciclo al cual pertenece la muestra.

El estudio microscépico permitié asi mismo, la identificacion de una secrecién llamada Z
producida por las glandulas del istmo uterino y cuyo conocimiento hasta el momento es
limitado [35].

La investigacion de la fisiologia humana, en particular en fluidos bioldgicos, se ha
beneficiado del rapido desarrollo de la tecnologia proteédmica. Gracias a esta eficaz
herramienta ahora es posible la identificacién de nuevos potenciales biomarcadores para
el prondstico, terapia y diagndstico, asi como la caracterizacion integral de la composicion

protedmica en diferentes aspectos clinicos, incluida la reproduccion [91].
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La composicion protedmica del MC se ha investigado en pocos estudios. Probablemente
sea menos compleja que la de la orina y la del plasma, sin embargo, aun se desconoce
con exactitud como el proteoma del MC sufre cambios ciclicos y el numero de proteinas

que contiene [30].

Las modificaciones en el proteoma del MC durante las diferentes fases del ciclo
menstrual fueron analizadas por primera vez en 2015 por Grande et al., utilizando
espectrometria de masas de alta resolucion, implementada mediante herramientas
cuantitativas. El enfoque proteémico reveld diferencias en la expresion de varias
proteinas del MC durante el ciclo menstrual, que estan involucradas en la inflamacion, la

actividad estructural y el sistema de defensa [30].

El analisis protedmico de las muestras del presente estudio ha permitido la identificacion
de 48 proteinas. 21 de las 48 proteinas identificadas en esta investigacion coinciden con
las 38 descritas como proteinas constitutivas del MC en el estudio realizado por Grande
et al. Esta variabilidad puede deberse a la normal variabilidad inter e intraindividual que

puede existir en mujeres sanas [30].

De entre las 48 proteinas identificadas, cabe destacar, la presencia de cadenas de
Inmunoglobulinas (IGHA1, IGHG1, IGHG2, IGHG3, IGKC, JCHAIN, IGLC1), Neutrophil
defensin 1 (DEFA1), WAP four-disulfide core domain protein 2 (WFDC2), Serine protease
inhibitor Kazal-type 5 (SPINK5) y Lactotransferrin (LTF), que sugieren la importancia del
papel defensivo del MC, hallazgo que coincide con los estudios previos [30,72,75,76,83].

El estudio permitio la identificacion de 11 Proteinas Pico. Del analisis de las mismas,
destaca que Small proline-rich protein 3 (SPRR3), Serine protease inhibitor Kazal-type 5
(SPINK5) y Polymeric immunoglobulin receptor (PIGR) aumentaron significativamente en
las muestras del dia 18 del ciclo respecto a los dias 7 y 12. El resto disminuyeron

significativamente en el dia 18 respecto a los dias 7 y 12.

Small proline-rich protein 3 (SPRR3) que esta implicada en el proceso de queratinizacion,

estaba presente entre las proteinas constitutivas del MC descritas por Grande et al. [30].

El analisis de las proteinas mas abundantes y ausentes cada dia del ciclo reforzaria los
hallazgos previos sobre los cambios que experimenta el MC en su composicion bioquimica

durante el ciclo.

El analisis bioinformatico de las funciones moleculares de las proteinas reveld que la
mayor parte de los constituyentes del MC los dias 7 y 12 del ciclo cuando la mayor parte
de las muestras se correspondian con la fase estrogénica, eran proteinas de union

(53%). El segundo grupo mayoritario fueron proteinas que tienen actividad catalitica
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(23%). En el dia 18 del ciclo, cuando la mayoria de las muestras se encontraban en fase
ovulatoria, las proteinas de unioén representaron un 45% y las proteinas con actividad

catalitica un 28%.

El analisis bioinformatico de las funciones moleculares de las proteinas comunes
presentes durante todo el ciclo realizado por Grande et al., reveld que el 67% de los
constituyentes del MC tiene una actividad catalitica y unién, si bien al mirar la globalidad

del ciclo el grupo mayoritario era el de las proteinas de unién [30].

El dia 18 del ciclo, cuando la mayoria de las muestras estaban en fase ovulatoria se

produjeron una serie de cambios en la composicion proteica del MC:
1- Referentes a su abundancia:

18 proteinas disminuyeron significativamente su abundancia en el dia 18 del ciclo

respecto a los dias 7 y 12.

Son las siguientes: Ig heavy constant alpha 1 (IGHA1 ), Ig J chain (JCHAIN), Cystatin-B
(CSTB), Serotransferrin (TF), Serum albumin (ALB), Actin cytoplasmic 1 (ACTB),
Cystatin-A (CSTA), Cornifin-B (SPRR1B), Heat shock protein beta-1 (HSPB1), Protein
S100-A9 (S100A9), Complement factor B (CFB), Histone H2A type 1-H (HIST1H2AH),
Alpha-2-HS-glycoprotein (AHSG), Fatty acid-binding prot, epidermal (FABPS),
Myeloperoxidase (MPO), Keratin, type Il cytoskeletal 6A (KRT1), Ig lambda constant 1
(IGLC1).

Ocho proteinas incrementaron su presencia de una forma muy significativa en el dia 18
del ciclo: Serine protease inhibitor Kazal-type 5 (SPINKS5 ), Polymeric immunoglobulin
receptor (PIGR), Small proline-rich protein 3 (SPRR3), WAP four-disulfide core domain
protein 2 (WFDC2 ), Keratin type Il cytoskeletal 4 (KRT6A), Desmoglein-3 (DSG3 ), Trefoll
factor 3 (TFF3 ), Keratin type Il cytoskeletal 5 (KRT5).

Estos hallazgos resultan de gran interés dado que han permitido identificar 26 proteinas
susceptibles de convertirse en parametros preovulatorios, en biomarcadores de la

ovulacion.

2- Referentes a las clases de proteinas:

Las moléculas de adhesion celular (PC00069), las moduladoras de la actividad de union
a proteinas (PC00095), las proteinas de transferencia / portadoras (PC00219), las

proteinas citoesqueléticas (PC00085), las moléculas de seial intercelular (PC00207) y la
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enzima de interconversion de metabolitos (PC00262), presentan un incremento en el dia

18 respecto a los dias 7 y 12 del ciclo.

Sin embargo, las enzimas modificadoras de proteinas (PC00260) y las proteinas
implicadas en defensa e inmunidad (PC00090) descienden significativamente en el dia

18 del ciclo respecto a los dias 7 y 12.

3- Referentes al nUmero de proteinas halladas:
Del total de las 48 proteinas halladas, s6lo 40 estaban presentes el dia 18 del ciclo.

Estos resultados confirman los resultados de estudios previos donde la mayoria de las
enzimas descritas en el MC muestran un patrén ciclico, con un descenso en el nimero de
proteinas de 3 a 5 dias previos a la ovulacion [81]. Las modificaciones quimicas del MC

durante la ovulacion incluyen la disminucion de ciertas proteinas solubles [82].

Resulta ademas muy destacable el hecho de que, 7 de las 8 proteinas ausentes el dia 18
del ciclo estan implicadas en la respuesta inmune. Esto es, el dia 18 del ciclo cuando la
mayoria de las muestras estaban en fase ovulatoria, la abundancia de inmunoglobulinas
y otros elementos implicados en la defensa del organismo resulta ser inferior al de los
dias 7 y 12. En este sentido, Odeblad afirmaba que el mayor contenido de
inmunoglobulinas y defensas, en general, contra las infecciones se encuentra en el Moco

G, presente en un porcentaje casi absoluto en las fases de infertilidad del ciclo [124].

Estos hallazgos pueden dar respuesta a la pregunta de por qué el sistema inmunitario no
reacciona destruyendo los espermatozoides, siendo como son extrafios al organismo

femenino.

Es decir, los cambios coordinados que se producen en la composicion bioquimica del MC,

permiten especificamente la entrada a un cuerpo extrafio como es el espermatozoide.

El MC bloquea la entrada al utero de organismos extrafios. Sin embargo, este bloqueo es

selectivo, y permite el acceso a los espermatozoides en determinadas fases del ciclo.

Es mas, los espermatozoides que por si solos moririan en horas, gracias a los cambios
en la composicion proteica del MC propio de la fase ovulatoria sobreviven acantonados
en las criptas cervicales hasta 5 dias, preparados para dirigirse hacia la parte mas distal

de la trompa de Falopio en caso de producirse la ovulacion [14].

Gracias al analisis protedmico se ha podido observar la evoluciéon de la lisozima a medida

que avanzaba el ciclo, durante los dias 7,12 y 18 del mismo.

86



El caracter basico de la lisozima, y las fuertes interacciones que genera, han dificultado
su determinacion especialmente en matrices bioldgicas complejas como el MC, en el que

solo pequefias cantidades de muestras estan disponibles.

Los resultados ponen en evidencia que la lisozima desciende de forma significativa el dia
18 del ciclo, en el que la mayoria de las muestras estaban en fase ovulatoria, respecto a

los dias 7y 12.

Estos hallazgos constatan los hallazgos de estudios previos, en los que la lisozima,

mostraba un descenso preovulatorio seguido de un ascenso posovulatorio [82].
Esta situacion lleva a plantear 4 preguntas y que pueden orientar futuras investigaciones.
1. ¢, Cudl puede ser la causa del descenso de la lisozima?

Sin duda, este descenso se deberia al efecto que producen las hormonas en las

concentraciones de las proteinas del MC tal y como se recoge en estudios previos.

El estrogeno reduce los niveles de proteina y lisozima, mientras que la progesterona los
eleva [80].

Las proteinas totales disminuyen en el momento de la ovulacion y aumentan, antes y
especialmente después de la menstruacion, probablemente como resultado de la accion

de los estrogenos sobre las glandulas cervicales [80].

En un ciclo menstrual, los foliculos ovaricos seleccionados producen niveles crecientes
de estradiol. Los niveles de estradiol, producidos por el foliculo dominante, se elevan a
niveles maximos. Coincidiendo con el momento del ciclo en el que se produce el rapido
aumento y la disminucion de los estrogenos y el comienzo del aumento de la
progesterona, se muestra un minimo pronunciado de inmunoglobulinas, complemento
C'3, inhibidores de proteinasas, albumina y lisozima en el MC, que es mas receptivo a la
penetracion de los espermatozoides en este momento [125]. Los niveles de albumina
alcanzan los valores mas bajos en el momento de la ovulacion, y las globulinas también

disminuyen en ese momento y aumentan antes y después de la menstruacion [80].

Diversos estudios sobre fosfatasa alcalina, amino peptidasa, esterasa, lactato
deshidrogenasa y guaiacol peroxidasa han demostrado que la concentracion de todos
estos enzimas es alta durante la fase folicular, y desciende precipitadamente tres o cuatro

dias antes del pico de la LH [82].

El nivel mas bajo de enzimas se alcanza normalmente el dia de la subida de la LH. Al dia
siguiente, hay un significativo y brusco aumento en la concentraciéon de éstas, que se

mantiene durante la fase lutea.
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2. ¢Por qué la lisozima? Por qué no la lactoferrina, por ejemplo, con la que tiene una

capacidad sinérgica?

Hay evidencias de que la lactoferrina tienen una actividad antimicrobiana significativa

cuando la lisozima esta presente [126,127].

Cuando la lactoferrina y la lisozima estan juntas tienen propiedades antimicrobianas
sinérgicas. La lactoferrina tiene un dominio catiénico que permite aumentar la capacidad
de la lisozima para matar las bacterias. La lactoferrina se une a los lipopolisacaridos de la
membrana externa colaborando en la disrupcién de la membrana y permitiendo a la
lisozima un mejor acceso a la capa de peptidoglicano de las bacterias Gram-positivas
[128], y a la matriz de proteoglicano de las bacterias Gram-negativas [126]. En conjunto
lactoferrina y lisozima demuestran una capacidad sinérgica para inhibir el crecimiento de
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, asi como efectos aditivos contra amebas
[129]. Sin embargo, las variaciones de lactoferrina en los tres dias del ciclo analizados no
son significativas. En este punto, es interesante destacar que la lactoferrina ha sido
descrita como una de las 83 proteinas identificadas en el analisis protedmico de plasma
seminal de hombres fértiles [130]. La lactoferrina, que se identificé por primera vez en el
plasma seminal humano en 1966 [131], tiene un papel antibacteriano, antioxidante y
modulador inmunolégico en el plasma seminal. También participa en el mantenimiento de
la estructura y la motilidad normales de los espermatozoides y en la modulacion de la
composicion y calidad del semen durante la maduracién y migracion de los
espermatozoides a través del tracto genital masculino [132,133]. Se ha demostrado que
el aumento de la concentracion de lactoferrina en situaciones de leucocitospermia,
oligospermia y astenospermia es beneficioso para reducir la concentracion de leucocitos,
aumentar la motilidad de los espermatozoides y mejorar la calidad del semen [132-134].
Un estudio reciente in vitro demostré que la presencia de lactoferrina no afecté
negativamente la viabilidad o la motilidad de los espermatozoides, al contrario, promovié

la capacitacion espermatica in vitro [135].

Las combinaciones pareadas de lisozima-lactoferrina, inhibidor de la proteasa leucocitaria
secretor de lisozima (SLPI) y lactoferrina-SLPI fueron sinérgicas. La triple combinacion de
lisozima, lactoferrina y SLPI mostré una sinergia aun mayor. En este estudio SLPI también
estuvo presente en los 3 dias del ciclo analizados sin diferencias significativas en su
concentracion entre los diferentes dias analizados. SLPI también se ha descrito como

proteina presente en el plasma seminal [136].

De acuerdo con estudios previos, la lisozima podria trabajar de forma sinérgica con la

lactoferrina y las inmunoglobulinas en la actividad antimicrobiana [137].
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Las 4 inmunoglobulinas IGHHG1, IGHHG2, IGHHG3, IGKC que estan presentes en
nuestras muestras en el dia 7 y que, sin embargo, desaparecen en el dia 18, curiosamente
no estan en el estudio en el que se listan 923 proteinas del plasma seminal. Sin embargo,
IGHA1, JCHAUN y ANXA1 que estan presentes en el dia 7 y persisten en el 18, si estan

presentes en dicho analisis proteémico [136].

Esto es, las variaciones en la composicion proteica de las proteinas del MC en la fase
ovulatoria podrian producirse especificamente para permitir la permeabilidad espermatica
y de acuerdo con la composicion del plasma seminal. Permaneciendo solo los elementos
de defensa que no producen efectos negativos sobre el plasma seminal y los

espermatozoides.

Las interacciones del MC y los espermatozoides, especialmente con respecto a la
penetracion de los espermatozoides, son de especial relevancia para la Salud
Reproductiva [138].

3. ¢Quién seria el responsable de estos cambios en la inmunidad?
De nuevo encontramos la respuesta en las variaciones hormonales.

Las proteinas del MC, cuya secrecion se ve afectada por la accion de las hormonas en el
receptor cervical, juegan un papel en la determinacion de la permeabilidad del MC a los

espermatozoides.

En el caso de los peces, por ejemplo, esta bien documentado que los estrogenos, los
xenoestrogenos y otras hormonas esteroides podrian alterar varios aspectos de la
respuesta inmune, como la fagocitosis, los niveles de inmunoglobulinas, la actividad

bactericida y la produccién de éxido nitrico [139-142].
4. ; Pueden tener estos hallazgos alguna aplicacidon en nuestra practica clinica?

Los estudios realizados muestran que existen cambios a nivel bioquimico en el MC y que
pueden ser medidos. De acuerdo con los resultados de este estudio y otros previos, la

lisozima puede ser un excelente parametro bioquimico preovulatorio.

La lisozima, ha sido ampliamente estudiada en diferentes ambitos, y teniendo en cuenta
que la ovulacion ocurre generalmente en las siguientes veinticuatro a treinta y seis horas
tras el pico de estrégenos [143], parece plausible encontrar una aplicacion clinica que
provea de un método de prediccion de la ovulacion fiable y permita medir con la mayor

exactitud posible la ventana de fertilidad combinada.

Finalmente, el estudio centrd su atencidon en las muestras del dia 12.
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De entre las observaciones al microscopio 6ptico de una de las muestras del dia 12
destacé la aparicion de unos granulos de morfologia redondeada que aparecian sueltos.
Esta secrecion granular habia sido descrita por Odeblad como células precursoras Z (z
de enZyme) [35].

El analisis global de las muestras del dia 12, en el que estaban presentes las células
precursoras de Z, reveld la presencia de 9 proteinas significativamente elevadas respecto
a los dias 7 y 18: Cornifin-B (SPRR1B), Cystatin-B (CSTB), Protein S100-A8 (S100A8),
Alpha-crystallin B chain (CRYAB), Keratin, type Il cytoskeletal 6A (KRT6A),
Serotransferrin (TF), Fatty acid-binding protein, epidermal (FABP5), Heat shock protein
beta-1 (HSPB1), Immunoglobulin kappa constant (IGKC).

De entre ellas, cabe destacar, Heat shock protein beta-1 (HSPB1) y Serotransferrin (TF)
gue funcionan como chaperonas moleculares, probablemente manteniendo las proteinas
desnaturalizadas en un estado de plegamiento competente. A través de su actividad de
chaperonas moleculares pueden regular numerosos procesos bioldgicos. Heat shock
protein beta-1 (HSPB1) desempefia un papel en la resistencia al estrés y la organizacion
de la actina. Serotransferrin (TF) esta implicada en la regulacién positiva de la motilidad y
la proliferacion celular. Los estudios muestran que la concentracion de Serotransferrin
(TF) en plasma seminal se correlaciona con el recuento de espermatozoides y con el
porcentaje de espermatozoides maoviles. Tanto es asi que, en los individuos infértiles
estudiados los niveles de Serotransferrin (TF) fueron significativamente inferiores [144-
145].

Segun los estudios realizados por el Profesor Odeblad, esta secrecion Z que es
producida por las glandulas (o criptas) del istmo uterino, probablemente no responda a
estimulos hormonales, y seguramente pueda contener otras enzimas o sustancias
bioquimicas [31]. Su implicacion en varias actividades enzimaticas hace que esta

secrecion resulte de suma importancia.

En 1994 Odeblad describe que la actividad mucolitica del Moco P esta afectada por estos
pequefios granulos de aproximadamente 1 um de didmetro que se adhieren al Moco P.
Los granulos probablemente contienen varios enzimas, uno de los cuales tiene actividad

mucolitica [35].

El profesor Odeblad sostenia que los granulos producto de esta secrecioén, se unen al

moco P, con una funcién enzimatica mucolitica, dando origen al Moco Pa (a de actividad).
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La actividad enzimatica mucolitica, de dichos granulos, podria descomponer lentamente
todos los tipos de moco y pudieran tener asi una funcion reguladora de la actividad del

moco, quizas importante en la migracién y la seleccion de los espermatozoides [28].

Aunque se desconoce la naturaleza exacta de este proceso mucolitico y las propiedades
bioquimicas de este enzima, en lineas generales, los granulos enzimaticos producidos
por las células Z maduras, serian absorbidos por el MC de tipo P para formar Pa= Moco

P mucoliticamente activo para facilitar el ascenso espermatico [31].

Pa entraria en contacto con el Moco L y S, liquidificando este tipo de Moco, de modo que
los espermatozoides pueden ascender guiados por el Moco P6. Los granulos podrian
también contener un factor activador de la motilidad de los espermatozoides. Este factor

activador pudiera ser la Serotransferrin (TF).

En el presente estudio, se han evidenciado los cambios ciclicos que sufre el MC, tanto a

nivel biofisico como bioquimico.

El MC es una excelente fuente de biomarcadores proteicos. Las variaciones ciclicas de
las enzimas cérvico vaginales, debidas a las variaciones hormonales, las convierten en
parametros que pueden permitir anticipar la ovulacion de forma fiable. En el presente
estudio se identificaron 26 proteinas susceptibles de convertirse en parametros

preovulatorios, de entre los cuales cabria destacar la lisozima.

También se ha constatado que la abundancia de inmunoglobulinas y otras proteinas

implicadas en la defensa, disminuye significativamente en el momento de la ovulacién.

Las variaciones en la composicion proteica de las proteinas del MC en la fase ovulatoria
podrian producirse especificamente para permitir la permeabilidad espermatica y de
acuerdo con la composicion del plasma seminal. Esto explicaria ademas que, en presencia
de MC propio de la fase ovulatoria, el espermatozoide que por si s6lo moriria en horas,

pueda sobrevivir hasta 3 o incluso 5 dias [14].

El analisis bioinformatico de las funciones moleculares de las proteinas reveld que la
mayor parte de los constituyentes del MC eran proteinas de unién y proteinas con

actividad catalitica.

El estudio microscoépico permitié la identificacion de células precursoras Z producidas por
las glandulas del istmo uterino. El estudio protedmico de las muestras entre las que se
encontraban las muestras de células precursoras Z ha revelado un aumento significativo

en la abundancia de 9 proteinas, entre ellas Heat shock protein beta-1 (HSPB1).
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Limitaciones

La presente investigacion presenta algunas limitaciones. Aparentemente podria
considerarse una limitacion el niumero de muestras realizadas, no obstante, en la mayor
parte de estudios realizados en este campo se ha utilizado un nimero similar de muestra
poblacional. Hay que resaltar que la muestra coincide con el primer estudio de

protedmica realizado en MC [30].

La agrupacion de las muestras segun el dia de toma de la muestra para el estudio
protedmico, no ha permitido definir con exactitud la posible composicion proteica de las

células precursoras de Z.

Fortalezas

Hasta donde llega nuestro conocimiento, no consta en la literatura un estudio previo que
correlacione el analisis con microscopio 6ptico y protedémico en muestras de MC. Esta

correlacion ha permitido identificar y analizar las células precursoras de Z.

El presente estudio es uno de los pocos estudios protedmicos realizados en MC.

Aportaciones de esta tesis al conocimiento cientifico

Los resultados del presente estudio reforzarian los hallazgos previos en los que se

evidenciaban cambios ciclicos del MC:

- A nivel biofisico, los cambios producidos en su cristalizaciéon, han permitido
identificar los patrones cristalograficos de los principales tipos de MC, y con ello la
fase del ciclo al que pertenecia cada muestra.

- A nivel bioquimico, se han evidenciado cambios en su composicion proteica.

En este estudio, en el que la ovulaciéon se produjo en torno al dia 18 del ciclo, se
identificaron 26 proteinas susceptibles de convertirse en parametros preovulatorios, en

biomarcadores de la ovulacion, de entre los cuales cabria destacar la lisozima.

Las variaciones ciclicas en la composicion proteica del MC podrian estar determinadas por

las variaciones hormonales que se producen durante el ciclo.

Teniendo en consideracion que la ovulacion ocurre generalmente en las siguientes
veinticuatro a treinta y seis horas tras el pico de estrogenos, parece plausible encontrar
una aplicacion clinica que provea de un método de prediccion de la ovulacion fiable y

permita medir con la mayor exactitud posible la ventana de fertilidad combinada.
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También se ha constatado que la abundancia de inmunoglobulinas y otras proteinas
implicadas en la defensa, disminuye significativamente en el momento de la ovulacién.
Hecho que permitiria explicar por qué el sistema inmunitario no reacciona destruyendo los

espermatozoides, siendo como son extrafios al organismo femenino.

Las variaciones en la composicion proteica de las proteinas del MC en la fase ovulatoria
podrian producirse especificamente para permitir la permeabilidad espermatica y de
acuerdo con la composicion del plasma seminal. Permaneciendo solo los elementos de
defensa que no producen efectos negativos sobre el plasma seminal y los
espermatozoides. Es mas, los cambios en la composicion del MC en esta fase serian los
responsables de permitir que los espermatozoides -que por si solos moririan en unas pocas

horas- puedan sobrevivir acantonados en las criptas hasta 5 dias.

El analisis bioinformatico de las funciones moleculares de las proteinas reveld que la
mayor parte de los constituyentes del MC eran proteinas de unién y proteinas con

actividad catalitica.

El estudio microscoépico permitié la identificacion de células precursoras Z producidas por
las glandulas del istmo uterino. El estudio protedmico de las muestras entre las que se
encontraban las muestras de células precursoras Z ha revelado un aumento significativo
en la abundancia de 9 proteinas, entre ellas Heat shock protein beta-1 (HSPB1) que
desempefa un papel en la resistencia al estrés y Serotransferrin (TF) que esta implicada
en la regulacion positiva de la motilidad y proliferacion celular. La concentracion de

Serotransferrin (TF) se correlaciona con el porcentaje de espermatozoides moviles.
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8. CONCLUSIONES
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8. CONCLUSIONES.

1. Laenzima lisozima experiment6 un descenso significativo en su abundancia

durante los primeros dias del ciclo menstrual.

2. El analisis de las variaciones de la abundancia de las proteinas cervicales durante
los primeros dias del ciclo menstrual, evidencié un descenso significativo en la
abundancia de dieciocho proteinas y un incremento significativo en ocho

proteinas.

3. Lalisozima, un agente perteneciente a la inmunidad general del cuerpo, presente
en el MC, podria considerarse, junto con otros, un posible biomarcador de la

ovulacion.

4. Se detecta la presencia de células precursoras de Z en una de las muestras de
MC observadas al microscopio 6ptico. Se identificaron diferencias en la
composicion de las muestras. En la muestra en la que estaban presentes las
células precursoras de Z se evidenciaba la presencia de proteinas cuya

abundancia estaba significativamente elevada.
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9. LINEAS DE FUTURO.

Los resultados de la busqueda sistematica de la evidencia cientifica que ha resultado de
la presente investigacion, junto con los resultados del profundo analisis cristalografico, y

protedmico, permiten sugerir nuevos campos de estudio tales como:

- Seguir profundizando en el conocimiento del MC, para definir con exactitud su
composicion proteica, sus variaciones a lo largo del ciclo y la variabilidad entre mujeres
sanas y con diferentes patologias ginecoldgicas, sera un factor clave en el ambito de la

salud reproductiva y ginecoldgica.

- El estudio combinado del MC con el plasma seminal, seria de especial relevancia en el
ambito de la fertilidad. La protedmica es una herramienta clave para seguir progresando

en su conocimiento.

- El estudio de las células Z, su composicidn proteica y su mecanismo de accion, sera sin

duda de enorme interés en el ambito de la fertilidad.

Como en el resto de los ambitos de la medicina, descubrir el funcionamiento natural de
los procesos bioldgicos es esencial para detectar, diagnosticar y tratar posibles

alteraciones de la salud ginecoldgica y reproductiva.
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