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RESUMEN: Mediante electroforesis SDS-PAGE de proteinas buscamos diferencias a
nivel bioquimico en el moco cervical humano de las distintas fases del ciclo ovarico.
Estudiamos muestras extraidas por el ginecélogo y muestras autoextraidas por la
paciente. METODO: Realizamos electroforesis SDS-PAGE de 113 muestras
procedentes de 65 pacientes. Se trata de muestras de ciclos espontaneos, salvo 7
que son de ciclos inducidos con gonadotropinas (FSH-LH). Todas las muestras se han
disuelto antes de la migracion, y han migrado en dos geles, uno de los cuales se ha
tefido con reactivo de Schiff para evidenciar las glucoproteinas, y el otro con tincién
de Coomasie buscando las proteinas. RESULTADOS: Hemos encontrado distintas
proteinas y glucoproteinas en el moco cervical de los distintos momentos del ciclo
ovarico. CONCLUSIONES: Se encuentran por primera vez evidencias a nivel
bioquimico de la existencia de distintos tipos de moco cervical. Los resultados
obtenidos en la electroforesis SDS-PAGE con las muestras extraidas en la consulta y
con las autoextraidas por la paciente resultan comparables.
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Introduccion:

La Unica confirmacion posible de ovulacion es la identificacion de un ovocito en el
sistema genital femenino o la deteccion de un embarazo, pero es posible su predicciéon
o detecciéon mediante la observacién de marcadores que aparecen en momentos
proximos a la ovulacién. Son marcadores directos los que se relacionan directamente
con cambios a nivel ovérico: 1. Biofisicos: Morfologia ovarica (ultrasonidos,
ultrasonografia transvaginal), 2. Bioquimicos: A: Hormonas: LH, FSH, estrégenos,
progesterona, prolactina, B: Proteinas reguladoras intraovaricas: inhibina, activina,
folistatina o factores de crecimiento. Se utilizan habitualmente en clinica tanto Ila
ecografia vaginal como la medicién sérica de estas hormonas. Son marcadores
indirectos los que muestran los efectos de las hormonas en los drganos diana
especificos: 1. Biofisicos: temperatura corporal basal, moco cervical, y cambios del
cervix. 2. Bioquimicos: deteccién de enzimas, iones, azucares, glucoproteinas o
proteinas que contiene el moco cervical. Se utilizan en clinica la citologia vaginal, la




biopsia de cuerpo luteo, la biopsia endometrial y el estudio microscépico del moco
cervical (Martinez et al., 1995; Speroff et al., 2000).

Algunos marcadores biofisicos indirectos, como lo son el moco cervical o la
temperatura corporal basal, si se observan diariamente, aportan un reflejo del ciclo
ovarico completo, y su anotacidn diaria es la base del método sintotérmico de doble
comprobacién (Medialdea, 2001) que sirve para reconocer la fertilidad con gran
precision. No obstante, hay que buscar marcadores bioquimicos indirectos: proteinas y
glucoproteinas del moco cervical con vistas a lograr un test de uso en casa que sirva
para que cualquier matrimonio, en su propia casa, pueda conocer su estado de
fertilidad o de infertilidad también en situaciones de especial dificultad, sea con el
proposito de facilitar el embarazo que cuesta lograr, sea con el propdsito de
abstenerse del acto sexual durante los periodos de posible fertilidad en funcion de su
responsabilidad procreativa. Por otra parte conocer mejor las proteinas vy
glucoproteinas del hidrogel cervical podria ayudar a resolver algunos casos de
infertilidad.

En los afios 60-70 varios autores realizaron electroforesis de moco cervical humano,
buscaban principalmente las inmunoglobulinas y su relacidon con la infertilidad, y
observaron las proteinas solubles de la fase acuosa asi como una mucoproteina (MP)
insoluble (Spencer et al., 1957; Moghissi et al., 1960; Schumacher et al., 1965; Elstein
and Polard, 1968; Moghissi, 1972; Zaneveld et al., 1975). Afios mas tarde se aplico
electroforesis SDS-PAGE, y se observd que la proporcion de proteinas con respecto a
MP es minima antes de la ovulacidon y aumenta deprisa después de la misma, asi el
nivel de MP es maximo antes de la ovulacion y la proporcién de agua baja mucho
después de la misma (Roelof et al., 1980; Van Kooij et al., 1983; Morales et al., 1993).
Hirano et al., 1999, identifican un componente capaz de blindar inmunoglobulinas.
Estas investigaciones partian de la hipdtesis de un Unico tipo de moco cervical, el cual
cambiaria en cantidad y contenido acuoso en las distintas fases del ciclo ovarico

Hasta ahora se han encontrado evidencias, a nivel biofisico, de la existencia de
distintos tipos de moco cervical que se producirian en distintas areas del cervix y en
distinta proporcidn a lo largo del ciclo ovarico, han sido descritos los tipos G, L, Sy Py
diversos subtipos (Odeblad, 1997, Menarguez et al., 2003). Desde esta hipdtesis,
realizamos un estudio bioquimico del moco cervical humano de distintas fases del ciclo
ovarico. Realizamos electroforesis SDS-PAGE de proteinas, con muestras extraidas por
el ginecdlogo y con muestras autoextraidas por la paciente, con el propdsito de
contribuir a la caracterizacién bioquimica de los distintos tipos de moco cervical,
buscamos asi pues distintas proteinas y/o glucoproteinas en el moco cervical de las
distintas fases del ciclo.

Material y métodos
Muestras

Muestras para la electroforesis de proteinas (Tabla I):



Tabla |
Material del estudio electroforético
Pacientes | Muestras

Ciclos espontaneos:
Autoextraccion 6 54
Consulta ginecoldgica| 52 52
Ciclos inducidos:
Consulta ginecoldgica 7 7
Total 65 113

Son 54 muestras autoextraidas en ciclos espontaneos por 6 pacientes de la consulta
del IVAF (edad media 33 afios). Otras 59 muestras se han obtenido en la consulta de
ginecologia, 52 son de ciclos espontaneos (edad media 34 afios) y proceden tanto de
pacientes de la consulta de infertilidad del Hospital Clinico Universitario de Valencia
(34) como de la consulta de ginecologia de Agrupacién Clinica de Valencia (18),
mientras que otras 7 del HCV son de ciclos inducidos con gonadotrofinas FSH y LH
(edad media 35 afios).

Coleccién de las muestras

Autoextraccion:

Las pacientes han obtenido el moco del interior del canal cervical presionando el cervix
con los dedos indice y corazén. Han anotado en el grafico sintotérmico su temperatura
corporal basal, sus observaciones del moco cervical, y en algunas ocasiones el
resultado del test de LH o las variaciones del cervix detectadas mediante
autopalpacion cervical.

Extraccion por el ginecélogo:

Previa visualizacion del cervix uterino se ha recogido el moco del interior del canal
cervical empleando una cénula de plastico (Jelco de Jonson&Jonson, n2 16-G) acoplada
a una jeringa de 10 cc. o de 20cc. Se ha realizado en todos los casos ecografia vaginal.

Procesado de las muestras

Hemos introducido el moco cervical en un tubo eppendorf que hemos marcado con el
numero de la paciente y la fecha de la extraccién, y guardado en congelador a —202C.
Este proceso lo ha realizado la paciente en el caso de las muestras autoextraidas, y lo
hemos realizado nosotros en el caso de las muestras extraidas por el ginecdlogo.

Método del estudio electroforético:
Hemos realizado electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) con un kit de electroforesis mini-PROTEAN Il de BIO-RAD. Hemos seguido el



método standard para preparar un gel de poliacrilamida discontinuo. Hemos disuelto
el moco cervical afiadiendo a cada muestra contenida en el tubo eppendorf tantos
microlitros de Tris pH 6.8, 0.1M con SDS hasta 0.5%, como microgramos ha pesado.
Hemos afiadido un 5% de mercaptoetanol y agitado a 3000 rpm entre 1 y 2 minutos.
Hemos forzado la disolucidon con ayuda de una pipeta Pasteur y con agitado a 2500-
3000 rpm. Hemos introducido las muestras en b.m a 1002C durante 4 minutos y hemos
utilizado de nuevo la pipeta Pasteur alternando con agitado a 2500-3000 rpm, hasta
conseguir en todos los casos un resultado homogéneo.

Hemos puesto 20 pl. de cada una de las muestras asi tratadas en otro tubo eppendorf,
hemos afadido la misma cantidad (20 pl.) de sample buffer y 1 ul. de mercaptoetanol,
hemos agitado e introducido en b.m. durante 4 minutos y colocado cada una de las
muestras en los pocillos de los geles, para su migracién. Hemos cargado 10 pl. de
muestra en los pocillos de los geles que se iban a tefir con reactivo de Schiff. En los
geles que se iban a tefiir con tincion de Coomasie hemos cargado 5 pl. en el caso de las
muestras extraidas por ginecélogo y 3 pul. en el caso de las muestras autoextraidas.

Cada muestra se ha cargado en dos geles, y hemos tefliido uno con tincién de Coomasie
para evidenciar las proteinas, y el otro con reactivo de Schiff para evidenciar las
glucoproteinas. Para saber el PM aproximado de las proteinas y glucoproteinas, hemos
colocado en uno de los pocillos un patron de proteinas (precision plus dual color de
BIO-RAD) que contiene 10 bandas de proteinas entre 10-250 KD con dos bandas rosa
de referencia, a 25 KD y a 75 KD y otra en azul mds intenso a 50 KD.

El gel tefiido con Coomasie muestra las proteinas como bandas azules. Para aplicar el
reactivo de Schiff hemos lavado el gel con solucidon de metanol al 40% y acido acético
al 7% durante toda la noche. Hemos cambiado la solucidn y continuado lavando
durante 8 horas, o hemos puesto el gel en solucién de dacido acético al 7.5% y
mantenido a temperatura ambiente durante 1 hora. Hemos introducido el gel en acido
periddico al 1% durante 1 hora a 42C en la oscuridad, lavado con acido acético al 7.5%
durante 10 minutos y repetido este lavado 6 veces. Hemos incubado el gel en reactivo
de Schiff a 42C en la oscuridad durante 1 hora, lo hemos lavado con metabisulfito
sodico al 0.5%. Las glucoproteinas aparecen como bandas de color rosa.

Resultados
Estudio electroforético de proteinas:

Los geles tefidos con reactivo de Schiff muestran una glucoproteina cuyo PM esta por
encima de 300 KD, la hemos denominado glucoproteina E (GP-E) por aparecer tras
electroforesis de las muestras de momento del ciclo con predominio del efecto
Estrogénico, y otra cuyo PM esta por encima de 200 KD, la hemos denominado
glucoproteina G (GP-G) por aparecer en las muestras de fase gestagénica (Fig. 1):
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Fig. 1: lzquierda:A: banda de GP-E. B: patron de proteinas. C: prospecto del patrén de proteinas.
Derecha: A: banda de GP-G. B: patrdn de proteinas. C: prospecto del patron de proteinas.

En momentos de transicién del ciclo foliculo luteinico: fase folicular inicial (F.l), fase

lutea inicial (L.1) y fase lutea tardia (L.T) aparecen ambas tefiidas con igual intensidad, o
no aparece ninguna (Fig. 2):

L.T.

Fig. 2: Puede aparecer la GP-E sola o mas intensamente tefiida (F.M.-F.T.), la GP-G sola o mas
intensamente tefiida (L.M.), las dos tefiidas con la misma intensidad o ninguna de las dos (F.l.-L.I.-L.T.).

En los geles tefiidos con tincién de Coomasie hemos observado la aparicién vy
evolucidon a lo largo del ciclo ovarico de cuatro proteinas que nos parecen mas
significativas. Las hemos denominado proteinas A (= 70KD), B (= 60 KD), C (= 50 KD) y
D (= 15 KD) (Fig. 3):
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Fig. 3: Izquierda: Proteinas A, By C. Derecha: Proteina D.

La evolucion a lo largo del ciclo es la siguiente (Fig. 4):

P F.l. F.M. F.T. LI. LM. P

Fig. 4: Pueden aparecer las proteinas A, By Cy ello es tipico de F.I. En momento ovulatorio no aparece
ninguna. La proteina D es caracteristica de fase lutea.

Aplicando a nuestros resultados el método libre de ajuste de curvas, vemos la
tendencia de aparicién de la GP-E y la GP-G a lo largo del ciclo ovarico (Fig. 5y Fig. 6):
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Vemos a continuacién en columnas de 100% apiladas, la tendencia de aparicién en el

Fig.5y 6: Arriba: muestras extraidas en al consulta. Abajo: muestras autoextraidas.
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ciclo de las proteinas A, B, Cy D (Fig. 7 y 8):
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Fig. 7 y 8: Arriba: muestras extraidas en la consulta. Abajo: muestras autoextraidas (abajo). El poligono de
frecuencias muestra que la proteina D es caracteristica de fase lutea.

Hemos visto en las figuras 5 y 6 que la GP-E es tipica de fase folicular y la GP-G lo es de
fase Iutea, y en las figuras 7 y 8 que la proteina D es caracteristica de fase litea. Ademas
gue la tendencia de aparicién a lo largo del ciclo ovérico de la GP-E y GP-G, asi como de
las proteinas A, B, C y D es similar tanto en las muestras extraidas por ginecélogo, como
en las autoextraidas por la paciente.

Discusion

Odeblad et al. (1994., 1997) caracterizd mediante estudios biofisicos los diferentes
tipos de moco cervical humano (NMR y microscopia dptica), y Mendarguez et al. (2003)
mostré con SEM que los distintos tipos tienen distintas ultraestructuras, ambos
analizaron tanto el moco mezclado del canal cervical, como el de criptas individuales.
Nosotros mostramos por primera vez la evidencia de diferencias bioquimicas en el
moco de las distintas fases del ciclo ovarico (Fl, FM, FT, LI, LM, LT). Pensamos por tanto
gue efectivamente hay distintos tipos de moco cervical que se producen en distintas
areas del cervix en distinta proporcién a lo largo del ciclo ovarico y que se unen en el
canal cervical dando lugar a la entidad heterogénea que conocemos. Hemos
encontrado dos glucoproteinas distintas, una en el moco gestagénico y la otra en el
estrogénico, y dada la filigrana de construccion de los carbohidratos complejos,
requiriendo una enzima diferente en cada paso donde cada producto de una reaccién
es reconocido como el substrato exclusivo por el siguiente enzima de la serie (Alberts
et al. (1994), pensamos que unidos a las proteinas para formar las glucoproteinas
conferirdn a cada uno de estos tipos de moco funciones fisioldgicas importantes que
todavia no conocemos.

La glucoproteina G se corresponderia con el moco G, y contendria mas enlaces, la
glucoproteina E se corresponderia con el moco E, y contendria menos enlaces o mas
débiles y tendria mas facilidad de transformacion en distintas configuraciones que
formarian distintas estructuras de red: moco L, S o P. Ello explicaria por que en algunas
fotografias se observa el moco L unido al moco Pt, como si este ultimo se hubiese
formado a partir del primero, variando su configuracién (Fig. 9):




Fig. 9: 10X. Sin cubre: En la parte inferior de la foto vemos moco L, y mas arriba vemos moco Pt. Muestra correspondiente a un
ciclo inducido para FIV. De: Medialdea 2005.

Las distintas glucoproteinas y distintas configuraciones tendrian mayor o menor
afinidad por unas proteinas solubles que por otras, y ello explicaria la variacion en la
presencia de las proteinas mas significativas en el moco cervical de distinta fase del
ciclo ovarico.

Hay que seguir investigando para demostrar que se trata de dos glucoproteinas
distintas, proceder a la digestidn con enzimas para separar los segmentos glucosilados
e iniciar la secuenciacidn para conocer tanto el péptido central como el segmento
glucosilado. Necesitamos conocer mejor las funciones de cada uno de los tipos de
moco cervical, tanto para poder lograr avances en un tratamiento de la infertilidad
donde el embarazo se consiga con relaciones sexuales normales, como al servicio de la
paternidad responsable. Conviene continuar el trabajo hasta lograr un test de uso por
la paciente en su domicilio, basado en las diferencias bioquimicas del moco cervical de
las distintas fases del ciclo ovarico, que permita al matrimonio saber si hay posibilidad
de embarazo en un dia concreto del ciclo, y en cualquier situacion de dificultad
especial, también en aquellos casos en los que no es suficiente la aplicaciéon de los
métodos de reconocimiento de la fertilidad.
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