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INTRODUCCION



En los mamiferos se encuentran dos tipos de ciclo
sexval, el «ciclo menstrual v el ciclo del estro, el

primero es caracteristico de los primates, o sea, del

hombre y de los monos; también 1o encontramos en la
musarafla .arbSrea (turpeia) y en la musarafla elefante

(elephantulus). El segundo lo presentan todos los demés

namniferos (Roedores, Cetécens, lagomorfos etc.). (1).

El ciclo menstrual humano es un sistema repetitive que
depende de variaciones esenciales de 155 niveles de
hormonas en momentos fundamentales. Es decir, es el
resultado de un sistema complejo en el que intervienen:

1.- EIl factor de liberacidn de las hormonas
gonadotrépicas (GnRH).

2.— Las hormonas gonadotrépicas; que son la hormona
estimulante del foliculo (FSH) y 1la bhormona
luteinizante (LH).

3.— Las hormonas sexuales; 17 beta estradiol y
progesterona. (2,3,4).

La inter-relacién entre estas sustancias forman el eje
Hipotalamo—-Hipéfisis—-Génadas. Este tiene wun efecto
regulador en el ciclo, ya que las diversas hormonas Y

el factor no se secretan en cantidades constantes vy

uniformes. (2,3,4).

La GrRH juega un papel importante en la regulacién de



las funciones reproductivas masculinas y femeninas, esta
es un decapéptido sintetizado en el hipotélamo, y es
liberado através de los capilares del sistema portal
hipotélamo-hipéfisiario, vy trasportados directamente a
la hipéfisis; a su vez la hipéfisis secreta la FSH y LH
en respuesta a la accidén de la GnRH. Las Gonadotropinas
hipéfisiarias actian sobre las células gonadales para
regular la secrecién de esterbdides sexuales y de un
factor proteico; estos factorzs esteroidal y proteico
actdan sobre la Hipéfisis e hipotalamo formando wn
sistema cerradi de retroalimentacién (Feed-back)

En respuesta a la GrRH hipotilamica y a los factores
gonddales, 1la secrercién de la FSH y LH hipofisiaria
varian a lo largo del ciclo, predominando en la primera
fase las altas concentraciones de FSH que provocan el
crecimiento folicular en los ovarios y la produccién en
el foliculo de 17 beta estradiol, y en la fase secretora
sobresale la LH que va a actuar en el cuerpo lateo del
ovario, para controlar la sintesis de progesterona, al
llegar esta hormona sexual a una concentracién Oéptima,
bloquea la secrecién de GnRH en el hipotdlamo; en estos
momentos 1los niveles hormonales son muy bajos, y sin
apoyo hormonal el endometrio no puede sostenerse y una

porcién se desprende, originando asi la wmenstruacién.




Este proceso continda durante toda la vida reproductiva
de la mujer. (2,3,4).

En las hormonas gonadotropicas vy sexuales existen

relaciones precisas y dindmicas que permiten gque tenga

lugar la naturaleza ciclica de los pProcesos

reproductivos normales. Estas variaciones hormonales

estan intimamente correlacionadas con las variaciones

morfolégicas y bioquimicas del ovario, la estricta

coordinacién de este sistema es uno de los més notables
hechos de 1la biologia. (2).

Los cambios wmorfélogicos del ovario y los niveles

hormonales durante todo el ciclo menstrual, lo podemos

describir dividiendolo en fase folicular, fase luteinica

y ovulacién ( figura 1 ).

La fase folicular corresponde a los primeros dias del

ciclo, hasta antes gque ocurra la ovulacién. Esta fase se

inicia con un incremento de FSH, vy es responsable de la

estimulacién de la maduracién del foliculo. (figura 1).
La fase luteinica se caracteriza por la presencia del
niveles maximos de

cuerpo lateo y por los

progesterona en la sangre, estos niveles son superiores

a 5 ng/ml en ciclos ovulatorios. Esta fase ocurre

después de la ovulacjén hasta antes de la menstruacién.

La ovulacién ocurre a mitad del ciclo, no siempre en el



mismo dia. El 6vulo se desprende del ovario por la
ruptura del foliculo expulsands al oocito, el promedio
de vida del évulo es de 24 horas. Aqui existe un aumento.
brusco de LH. (2,3). (fisgura 13.

El ciclo menstrual tiene un intervalo de 28 + 3 dias,
con limites de 18 a 49 dias en el 65 % de las mujeres.
Por definicién el dia 1 del ciclo corresponde al primer
dia del flujo menstrual y el dltimoc dia es &guel aque
esta previo al nuevo sangrads. Los primeros ciclos
menstruales suelen ser anovulatoricos 6 esporddicamente
ovulatorios durante el primer afio 6 afio y medio. E1 eje
Hipétalamo-Hipdfisis—-Génadas es muy sensible, se afecta
facilmente por estimulos provenientes de 1los niveles
terebrales mds altos, estos estimnulos pueden ser:
provocados por las tensiones, las depresiones, los
vidjes, los cambios de peso, en especial cuando este se
pierde considerablemente, etc. Estas perturbaciones en
el eje puedep originar ciclos muy irregulares, 6
amenorrea, de ahi que las longitud del ciclo varie cada
mes ¥y la ovulacién no siempre se presente. (2,3,4).

Podemos detectar que la ovulacién ha ocurrido por
medio de pruebas directas 6 indirectas. Entre las
directas podemos mencionar: EL DESARROLLO DEL
EMBARAZO, LA RECUPERACION DE LOS OVULOS de los



observacién directa del cuerpo lateo
(5.

oviductos, 6 la

por ENDOSCOPIA PELVICA 6  LAPAROSCOPIA.

Sin embargs, varios métodos se han propuesto para

obtener una indicacién indirecta de que el fendémeno de

la ovulacién bha ocurrido. Entre los wmétodos gue se

pueden mencionar son las determinaciones hormonales en

de LH (6)., ESTROGENGS (7) y PROGESTERONA (3).,
la TEMPERATURA

plasma
como los procedinientos basados en

LAS MODIFICACIONES HISTOLOGICAS

asi
BASAL CORPORAL (3,19) .,

DEL ENDOMETRIO, CITOLOGIA VAGINAL (11,12) y las pruebas

QUIMICAS DEL MOCO CERVICAL (13,14,15).

Los Glicosaminoglicanos (GAGs) 6 mucopolisacaridos son

un grupo beterogénzo de polimeros lineales aniédnicos

constituidos por secuencias repetitivas de disacaridos

formados por un aminoazidcar y un &cido urénico, poseen

un elevado peso molecular, con mds de 100 wunidades

mondmericas. Cuando estos polimeros se encuentran unidos

covalentemente a una proteina (nucleo proteico) se

conocen con el nombre de proteoglicanos. (16).

En 1los estudios realizados sobre 1los GAGs se han

encontrado siete grupos de estos, 1los cuales se
distinguen por:

1.- La hexosamina (N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-D-

galactosamina) y el &cido urénico (Ac. D-Idurénico,



Ac. Glucurébénico) que lo constituyen.

Z2.— Por el tipo de enlace entre estos disacAridos.

3.- For la longitud de la cadena que forman.

A - Por el nimero y la localizacidén de los grupos

sulfato que contiene. (16). (Tabla 1).

Entre los GAGs mas conocidos se encuentran la Heparina,

el Ac. Hialurénico, el Condroitin Sulfato tipo A vy C, el

Dermatdn Sulfato, el Heparén Sulfato y Keratdn Sulfato

otros (17,18). (Figura 1-A). Los GAGs se

y fluidos de todos los

entre

encuentran en los tejidos

animales, principalmente en el espacio extracelular,

pero son sintetizados en el interior de la célula,

estidn en forma de proteoglicanos y ton excepcién del

Ac. Hialurénico, estdn sulfatados. (13).

Experimentos histoquimicos realizados revelan la

presencia de GAGs en el liquido folicular (19), el cual

esta compuesto de exudados del foliculo y de las

secreciones del plasma. (19). Los Condroitines Sulfato,

Ac. hialurénico y Heparan sulfato son los GAGs

predominantes en el ligquido folicular de los mamiferos,

(29), poseen una masa molecular que fluctda entre 7.5 x

s 6
19 y 2.5 x 19 Daltons. (21,22).

Las GAGs son secretados por células de la granulosa

en respuesta a la estimulacidén del foliculo por la



hormona FSH. (23). La concentracién de GAGs en el

Liquido Folicular depende de la cantidad secretada de

FSH, y su 1inhibicibén, es provocada por la LH y

Progesterona, describiendo de esta manera wun probable

efecto regulador sobre los GAGs (24,25,26). (Figura 2).

Por otra parte se puede decir que mientras la
del foliculo se

GAGs

ovulacibén se aproxima, la Ppresisén
incrementa, debido en parte a la presencia de los

para facilitar la ruptura del mismo y de esta forma

permitir la sadlida del contenido folicular (2775, Asi,

se podria decir que las hormonas sexuales influyen en el

metabolismo de los GAGs (Figura 2).

También se han encontrado los GAGs en los liquidos de

la orina. En esta

Ay C,

desecho del metabolismo, tales como

se han caracterizado el condroitin sulfato tipos

dermatén sulfato, heparédn sulfato, vy en mucho menor

proporcién keratdn sulfato y Ac. hialurénico (28).

Posiblemente los GAGs wurinarios estan involucrados en

el fenémeno del ciclo menstrual y la ovulacién, ya que

de alguna forma estan relacionados con los procesos de

reproduccién, por lo que se considera de mucha

importancia evaluar la concentracién de

glicosaminoglicanos wuwrinarios durante todo el ciclo

menstrual, asi como la caracterizacién de los mismos.



OBJETIVOS
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1

1

.1.

.2.

.3.

OBJETIVO GENERAL:

Investigar los niveles de Glicosaminoglicanos
urinarios durante todo el ciclo menstrual vy
correlacionarlos con el probable dia de 1la .
ovulacién y en base a ésto ver la
posibilidad de encontrar un método

indirecto que pueda predecir dicho fenémeno.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Cuantificar la concentracién - de
Glicosaminoglicanos en orina durante todo
el ciclo menstrual, asi como los parémetros de

Ac. Urdénico y Hexosaminas.

Caracterizar los Glicosaminoglicanos urinarios

durante todo el ciclo menstrual.

Establecer 1la posible relacién existente
entre concentracién de Glicosaminoglicanos vy

el dia de la ovulacién.

1o



" MATERIAL Y METODOS
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A las donadoras de quienes se obtuvieron las muestras
para el estudio, se les abrié un expediente que contenia
la siguiente informacién: Edad, Menarca, Fecha de Gltima
menstruacién, Longuitud del ciclo, NOmero de ciclos vy
Temperatura Basal Corporal (TBC) diaria.

El estudio se realizdé en muestras de orina de 24 ciclos
menstruales obtenidas de 8§ woluntarias en edad
reproductiva, clinicamente sanas y sin  tratamiento
hormonal previo. La edad de las donadoras fluctué entre
los 22 y 36 aflos. Las muestras incluidas al estudio
fuéron recolectadas de la primera orina del dia.

Las concentraciones de Glicosaminoglicanos (GAGs),
Acido Urénico (AU) y Hexosaminas (Hexo), se determinaron
diariamente a través del ciclo menstrual. Para la
determinacién de Progesterona se obtuvo una muestra
sanguinea de cada donadora entre los dias del ciclo 19 vy
27 y la evaluacidén de LH se hizo en seis wuestras de
sangre obtenidas en el periodo comprendide entre los
dias 12 y 17 de cada ciclo.

Todas las muestras obtenidas tanto de orina como de
sangre fuéron centrifugadas a 2599 rpm y el sobrenadante
asi obtenido fue congelado y almacenado a -20 °C, sin
ningun conservador hasta su utilizacién.

Los métodos para la cuantificacién de las diferentes

entidades quimicas se describen a continuacién.

12



i.-
2.-
3.-

M~
L}

GLICOSAMINOGLICANOS .

a) EQUIPO.
Espectrofotémetro ZEISS MOD. PMQ3.

Vortex SUPER MIXER.
Centrifuga DAMON/IEC.
Potencidtmetro  METTROMHERSIAU MOD. E-388.

b) REACTIVOS.
Curva Estindar de GAGs.

Pesar 0.020 g de Condroitin Sulfato mezclar,

disolver y aforar a 20 ml con agua desionizada.

De esté solucién tomar volumenes de 1, 2, 3, 4, 5
ml, aforar cada uno de ellos a 106 ml con agua
desionizada, para tener la concentracién final de
10, 20, 30 ,40, 50 ug/3.1 ml.

Solucién amortiguadora de Acetato de Sodio ©.05 M

con Cloruro de Magnesio .95 M.

Pesar 6.804 g de Acetato de Sodio, 12.166 de
Cloruro de Magnesio, disolver y aforar en 190090 ml
con agua desionizada. Ajustar el pH a 5.8.

Solucién de Azul de Alciano 8GX al 8.85 %. (w/vl.

Pesar ©.925 g de Azul de Alciano 8GX y disolver en
50 ml de amortiguador de Acetato de Sodio .85 M

con Cloruro de Magnesio .05 M.

13



c) METODO.

FUNDAMENTO.

Este método esta basado en la formacién de un
Glicosaminoglicanos

complejo

entre el Azul de Alcianc y los

el cual es proporcional a la concentracién de los GAGs.

d) PROCEDIMIENTO.

1.- Tomar alicuocta de 0.2 ml de las'

de la curva estdndar y de

diferentes

concentraciones las '

muestras de orina a determinar.

2.—- Adicionar 2.4 ml de Azul de Alciano 8GX, agitar e

incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.

3.~ Leer en el espectrofotémetro a una longitud de onda®

de 480 nm. ,

4.- Trazar la curva estandar y calcular la

concentracién de las muestras problema.

La Solucién de Azul de Alciano 8GX, se prepara

al instante.

GOLD EW. (29).

14



ACIDO URONICO

a) EQUIPO.
1.- Espectrofotémetro  ZEISS MOD-PMQ3.
2.~ Baflo maria ajustado a 92 °C  DUBNOFF METABOLIC,
SHAKING INCUBATOR.

3.- Vortex SUPER MIXER.

b) REACTIVOS

1.-Curva Estdndar de Acido Urénico.

Pesar 2.81 g de Acido Glucurénico, disover y aforar

en 19 ml de agua desionizada.

De esta solucién tomar los volumenes de 0.5, 1.0,
1.5, 2.9, 2.5 ml y aforar cada uno a 19 ml con agua

desionizada, para tener la concentracién final de 5,

18, 15, 20, 25 ug/@.1 ml.

2.- Solucién de Carbazol al 2.1 £ en Etanol. (w/v).

Pesar ©.21 g de Carbazol, disolver y aforar a 10 ml

con Etanol absoluto.

3.~ Ac. Sulfdrico con Tetraborato de Sodio al ©.25 M.

Pesar 95.3425 g de Tetraborato de Sodio, disolver y

aforar en 1000 ml de Ac. Sulfdarico Q.P.

15



c) METODO.

FUNDAMENTO .
Este método esta basado en la formacién de un croméforo
de tipo furfural entre el carbazol y el Ac. Urénico en
‘condiciones &cidas, produciendo un color rosa el cuwal es

proporcional a la concentracién del Ac. Urénico.

d) PROCEDIMIENTOG.
1.- Tomar alicusta de 2.1 ml de las diferentes
concentraciones de la curva estdndar y de las

muestras a determinar.

2.—- Afiadir 9.4 ml de aéua desionizada.

3.- Adicionar @.1 ml de Carbazol, agitar.

4 - Enfriar en hielo por lo menos 5 minutos.

5.~ Agregar 3 ml de Ac. Sulfarico, agitar.

6.~ Incubar en baflo maria a 92 °C durante 20 minutos.

7.- Enfriar a temperatura ambiente y leer en el
espectrofotémetro a una longitud de onda de 530 nm.

8.~ Trazar la curva estandar y calcular la

concentracién de las muestras problema.

Bitter T. (39).

16




HEXOSAMINAS

a) EQUIPO.

1.- Espectrofotémetro ZEISS MOD-PHG3.

2.— Bafio maria ajustado a 37 °C y a 119 °(C,

DUBNGFF METABOLIC SHAKING INCUBATOR.

3.~ Vortex SUPER MIXER.

b3 REACTIVOS

1.- Curva Esténdar de Hexosaminas.

ko

23]

Fesar ©.016 g de N-Acetil-D-Glucosamina, disolver y

mi con agua desionizada.

&

aforar en |1

De esta solucidn tomar los volumenes de @ 4, 9.5,

2.9 ml v aforar cada una a 1@ wl ron  agua

i

1.

3]

1.

1

desionizada, para tener la concentracidén fipal de
2,4, 6, 5, 19 ug/o. 065 ml.

Solucién de Ac. Clorhidrico ©.67 M.

Medir 5.5 ml de Ac. Clorhidrico al 37 % con

densidad de 1.19 g/ml y aforar en 188 ml con agua

desionizadsa.

Solucidén de Nitrito de Sodio al 2.5 4. (w/v).

Pesar 2.5 g de Nitrito de Sodio, disolver y aforar

a 100 ml con agua desionizada.

17



4.~ Solucién de Sulfamato de Amonio al 12.5 %. (w/v).

Pesar 12.5 g de Sulfamato de Amonio, disalver vy
aforar en 186 ml con agua desionizada.

5.- Solucién de Clorhidrato de S-metil-2~benrotiazalona

(MBTH) al ©.25 4. (w/v)

FPesar 0.9125 g de MBTH, disclver y afaorar en & ml

con agua desionizada.

7.~ Solucidén de Clorurc Férrico al 8.5 4. (w/vy.

Pesar @.415 g de Cloruro Férrico, disolver y aforar

a 546 ml con agua desionizada.

*Las solucines de HMETH y Cloruro Férrico caducan

después de 24 Horas.

18



c) METODO

FUNDAMENTO
Este mé&tada esta basado an  que las 2,5
anhidrohexosaminas, producidas por la desaminacidén de
las hexosaminas, con Nitrito de Sodio reaccionan con =1
Clorhidrato del 3 metil-Z-benzotiazolona, en condiciones

Arcidas, produciends un color azul intenso el

g

ligerament

cwal es proporciconal al conienido de Hexosaminas.

di) FROCEDIMIENTO.
1.~ Tomar alicusta de @1 w1 de rcada una de las
diferentes soluciones de la curva esténdar y de
las musstras a determinar.

A cada tubo se le adiciona 6.2 ml de Ac.

w2
i

clorhidrica, agitar e incubar 2 118 °C por espacio
de dos horas.

3.- Enfriar v agregar 0.8 ml de HNitrita dJde Sodio,
agitar e incubar a temperatura ambiente por 15
‘minutos. .

4 - Afadir 0.4 ml de Sulfamato de Amonio, agitar e
incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

.- Adicionar 8.4 nl de MBTH, agitar e incubar a 37 °C

durante 39 minutos.

19
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6.— Agrzgar 9.4 ml de Cloruro Férrico, agitar e

incubar a 37 °oC durante 5 minutas.
7.~ Enfriar y leer en el espectrofotémetro a wna

longitud de onda de 650 np .

8.- Trazar la CUrva esténdar y calcular la

concentracién de las nuestras problems .

Smith RL (31).

20
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D]

EXTRACCION DE LOS GLICOSAMINOGL ICANOS

al) EQUIFG
Centrifuga DAaMON/IEC.

Vortex SUPER MIXER.

b3 REACTIVGS.

Cloruro de Cetil Piridinium (CPCI al 5 %, (w/vi.

Fesar 5 g de CPC, disclver vy aforar en 1@@ ml con

en 189 ml con etancl.

Eter Etilico Anhidrao.

21



c) METODO. SR N

FUNDAMENTO .

Este método esta basado en la precipitacisén de las GAGs

con un surfactante calidnico (CRC).

[}

Ly}

m

-9 (&%)

~Noo;n

d) PROCEDIMIENTO.
Tomar 4 ml d= muestira de oripa.
Afadir 1 ml de CFC, agitar e incubar durante 18 hr.
Centrifugar & Z099 rpm por 15 minutos .

Agregar 1wl de  asua desionizada vy agitar

Centrifugar a 2069 rew por 15 pinubos.
Disolver en 9.2 ml  de n Fropansl.
Adicionar 1 ml de Acstatn 4 Zodio, agitar e

incubar a -20 °C por 15 hrg.

a 2098 rpm por 15 minutos.

-3

Centrifuga
Adicionar  Eter Etilico  Aphidrs,  agitar  y
centrifugar a 2009 rowm durante 16 minutos. Secar

el precipitade en el vacio.

1¢.- Disolver los GAGs en 0.1 ml ga agua desionizada.

Kettelhut BV.(33).
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ELECTROFORESIS
a) EQUIFOD.
1.- Eauipo de Electroforésis BECKMAN .
2.~ Mewbranas de Poliatetato de Celulosa SEPRAPORE III.
3.- Potencidémetro  METTRGHHERSIAU MOD. E-3Z83.
b) REACTIVOS. A

1.- Sclucidn amortiguadora de Acetado de Baria 8.1 M.

Pesar 7.6635 g de Acetato de Bario, disolver y

J

aforar a 3686 ml con aguwa desionizada. Ajustar el pH

asb.g
2.~ Sclucidén amortiguadora  de Acetato de Sodio 6,45 M.
con Clorura de Magnesio @ a5 M

[
Cloruro de Maanesio, digolver y aforar en 18090 wl
con agua desionizada. Ajustar =21 pH a 5.8

Solucidn de Azuwl de Alciano 856X al .25 4. (w/vy.

[}
[

: Pesar ©.1i25 g de fAzul de Alciano 86X, disolver y

ﬂ . aforar en 58 ml de amartiguador.

4 - Splucicones estandares de Condroitin Sulfato A,

Condroitin Sulfato €, Dermatédn Sulfato, Heparan

Sulfato, Keratén Sulfato, Heparina Y Ac.

g
|

Hialurénico.

Pesar 0.991 g de cada uno de los estandares vy

disolverlo en 1 ml con agua desionizada.
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) METODO.

FUNDAMENTO .

Este método se basa en el movimiento de las moléculas,

de los distintos tipos de GAGs, sobre wn campo

5]

eléctrico, desplazandose hacia el electroda de carg

m

opuesta. Esto es debido & las propiedades elécticas d
las moléculas, logranda asi Sid separacidén ¥

caracterizacisén.

Aplicar 2 ul de cada uns de los estindares v 4

3
!

ul de las muestiras a deierminar.
4.~ Aplicar wna in

durante 3 horas.

5.- Se suspends el suministro ds corriente y s procede
a teflir 1z wmewbrana con la solucién de Azul de
Alciano por aspacio de una hora.

6.- Lavar la mehbrana con una solucién que contiene

amortiguador de Acetato de Sodio~Etanol 1:1.

Wessler E. (33).
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RESULTADORS |
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. las figuras 3, 4,5 muesiran la correlacidén existente

entre la sncentracién de Glicosaminoglicanos, Ac.
Urénico, Hexosaminas y la Densidad Sptica, dands como

resultado wna relacién lineal entres las variables. Las

curvas estandar asi obienidas con todos los criterios de

validacién de los tres métodos mostrados en la Tabla 2,

sirvieron para estudiar los niverles urinarios de  los

GAGs, AU ¥y Hexo.

Todos los dataos obhtenidos =sii x
al dia de la ovulacién (DI& CERG) el cual fué validado
ton  la Temperaturaz Basal (Corgaral (TBG? ¥ la

determinacién de LH v FProgesisrona Plasmaticas. Los

niveles de méxima actividad de
un valor propedio de 18358 £ 13 48 mnUil/wl de plasma
correspondiends al dia cero del ciclo (Figura 63, La
Iongitud de cada cicio, los valores individuales de
Progesterona FlasméAtlica, asi como 2] dia del ciclo en
que se hizo la determinacién hormonal se muestran en la
Tahla 3 y en donde se observa gue los nivels del
estéroiﬁe son superiores a 5 Ng/ml de plasma, lo que

son ovulatorios.

n

confirma que los cicla
En la Figura 6 se pupde observar la variacidén ciclica de
la copcentracidn de los GAGs urinarios, de los 24 ciclos

menstruales estudiados. También podemos ver el valor



promedic de 1los GAGs contenidos en el dia cerno es de
105,74 * 46 16 uwa/ml de orina vy corresponde a la

concentracidén mas elevada a lo laran de tedo el ciclo,

asi como en las fases falicular las

<
n
m
™
-
n
et
=
5
1

concentraciones promedio de los GAGs fué de 683.50 &
293 upg/ml de orina y 75.4i + 44,00 pa/ml d= orina
(Tabla 43.

fuando el Ac. Urénico v Hexosaminas fusrdn estudiadas en
los GAGs exiraidos de la orina se cbservé un patrén
gimilar al de los GAGs (Figura 73 v su magnitud se
puestra en 1z (Tabla 43,

En todos los casos, =1 patrén de GAGs, AUy Hemo se
estudid en las mismas mujeres hasta en itres ciclos
sucesivos. Es gtil hacer notar gue en esios  casos el
patrén caracteristico tiende a mantenerse en los ciclos
SuUCeSIVOS.

Con objeto de realizar los ensayos con mayor prontitud y
para ver si el miswo coupo rtamients =ra wmentenido, el
fc. Urdnico vy  Hexosaminas — fuerdn determinadas
direct;amente en lz orina, obteniendose exactamente el
gismo patrén, alcanzando en ambos parameiros wn valor
réximo en el dia de la ovulacidn ¥y siendo menor en  las
fases proliferativas y secretora Tabla 6.

la interrogante de gque GARGS estén presentes en la orina
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durante todo el ciclo menstrual, fué esclarecido cuando

los GAGs fuerdn extraidos de las muestras de arina con

CPC y aplicados en membranas de f@cetato de Celulosa

s par medio de una

]
i
=3
n
(3]
o]
V]
bl
w
-

)
u]
|
hy
et
—
[w]
n
[~
)
Y
5
hil
m
-
1]
“d
™
X]
Iy
m
(=
o

electroforesis. En éstos  experimentos el patrén

electraforétican obtenido corresponde a la imagen

mostrada en ia figura 5. En {(A) se muesiran Ios

ialurdénico, Keratén

i
i
o
]
=
[l
4
|
Pl
et
oo
"
I

estandares gus cory

Sulfato y Condroitin Sulfats &; (B) Heparan Sulfato,

{F3 De 1la

Dermatin Sulfats v Condraitin Sulfato G
Heparina. En las muesiras de orina periensecientes a los

dias del ciclc 1, @, -1 (C,0.E) se distingus la

presencia del Condroitin Sulfato & vy €, Heparan Sulfato,

Keratdn Sulfats v en menor proporcidén 21 Dermatén

Sulfato.



DISCUSION
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El estudio s2 r=alizé en muestras de orina por ser
excretados en ellia los GAGs en forma libre, es decir no
estan wnidos a proteinas por lo aue no S necesario
utilizar técnicas especificas para su purificacisén.

Los resultados obtenidos de las curvas estindares de
los GAGs, Ac. Urédnico y Hexosaminas, indica la

existencia de una linearidad,. puesto aue asi 1o muestra

w
-
in
hd
W
[
w

el coeficiente de= correlacién al aproxim
unidad, (Figuras 2, 4, 53 y junto con los criterios de
validacidén de los tres wmétodos ewpleados, se& observa  un
panarama gensral de la confiabilidad de dichos métodos
{Tabla “2). Estos criterios revelan la veracidad de  los

resultados haciends notar gus astos son recroduciblies vy

il

tonfiables.

Debido a la variacién en la longitud de los ciclos los

[wl
b
i
[«
[i7]
J—t
1t
[n(]
<
[
o
Y
[l
%
o
3

datos se analizarén con respecto al
criterioc que fue validado por la obtencién de 1a gréfica
difasica de TBC y el valor maximo de LH plasmatica (186
k 4 13.4@) mUl/mlld, que indicaron el dia exacto de 1la
ovulécién, ademds de confirmar sue los ciclos son
OVulatof'ios par tensr los valores superiores a 5 Na/ml
de Progesterona plasmatica.

Las concentraciones de los GAGs wrinarios en el ciclo

mensirual, describen claramente un perfil caracteristico
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(Figura &) en donde el valor méximo coincide con el dia
da la ovulacidén, posiblements esto se deba al efecto

regulador que ejercen las horm

[}
o
m
n
ut
g
g
]
m
—
Q
n
o
prd
[
n
~
[
I8

' 95, 263, Las observaciones validadas indirectaments por
el hecho que en el desarrello de los foliculos, la
produccidén de GAGs es incrementada bajo la influencia de

FSH y la misma relacidn ocurr

[id
m
Jos
14
fod
[,
i
i
-
i
P
I
o
3
CL
[w]
m
ot

______ brogen like”  incluve
un incremento significativo en la peoduccién de GRGs
(343, Por 1o tanto un paso hacia la clarificacidén de

éste efecto hormonal deb

L1
]
M
=
—
v
n
s]
)
!
g
—
b
-
™
o
=
(Wl
1d
—
]
n

niveles hormonales circulantes con el contenido de  GAGs

urinarios.

fases folicular como secretora con las concentraciones

=
]

en el dia de la ovulacién observamcs gue exist

m

diferencias significativas, no asi cuands son comparadas
las dos fases (Tabla 43.

Por otro lado los valores encontrados de Ac. Urédnico v
Hexosaminas de los GAGs extraidos de la orina, asi como,
las determinaciones hechas directamente en ella
describen wn perfil similar al d= los GAGs (Tabla 4,5).

Como se puede ver con claridad, la concentracién de Ac.

Urénico y Hexosaminas encontrada en la orina es més
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" plevada que en los GAGs extraidos  (Figura 77, este
hecho es sin lugar a dudas digno de ser considerado,
debido & gque en el fluido se encueniran esterédides y

otros compuestros en forma de glucuronatos y hexosaminas

la caracterizacién de los GAGs hecha por el métado

n
o+
'Y
1]
3
—
a
—-
.
g
[
~d
o
3

electroforético se mue En ella, se
ghserva con claridad, 1los diferentes polisacaridos
existentes en la ovina durante &1 ciclo menstrual,

destacandn la presencia de los condroitines Sulfats C© v

A, Kerat&n Sulfato, Dermatén Sulfato y Heparédn Sulfatn;
asi como su concentracidén e=n los dias 8, -1 v+ 1.
fabe seflalar, que la mayor concentracidén observada en la
electroforésis corvesponde a2l Condroitin Sulfato €,
sequida por el Condroitin Sulfatc &, Heparadan Sulfato,
Keratdn Sulfato y uma minima concentracidn de Dermatian
:Sulfato, apenas perceptible. Este hecho correlaciona con
el descrito en el perfil de los GAGs (Figura 63 puesto
;que' la '_' mayor concentracién de estos  compuestos

torresponde al dia de la ovulacién (dia cerol.




CONCLUSIOMNES



1.- El1 perfil de los GAGs en orina describe un patrén
caracteristice encontrando un valor méximo de 196.74
* 46.16 pa/ml en el dia de la ovulacién.

2.~ Al comparar la concentracidén de los GAGs del dia

“de la ovulacién con los encontrados en las  fases

folicular y secr=tora, se aprécia una diferencia
significativa en todaos los rasos estudiados.

3.- Los niveles de GAGs wrinarios en mujeres normales
son de 76 @4 + 43 968 pa/wml de arina.

€. Urénico y Hexosaminas valorados

D

4.- Los nivelss de
en la orina y =n los GAGs extraidos de  la misma,
describen un patrén similar al de los GAGS
urinarios.

5~Con el métado Eiecirofrrética enzleads para la
caracterizacidn de los GAGs wrinarios, se  logrd
identificar con claridad 21 tipan de polisacédridos
existente.

6.- Los GAGs wurinarios encontrados en todo el ciclo
menstruzal fuerdn; Condroitin Sulfato & y €, Dermatén
Sulfato, Heparan Sulfato y Keratdn Sulfato.

7.-De acuerdo a nuestros resultados la Caracterizacién
y  Cuantificacién de los GAGs en orina se puede
definir como wn criterio confiable v preciso para

estudiar el ciclo menstrual.
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T4 1.

CARALTERIATICAS GENERALES DE GLICOSARINOGLICANOS.

T T 3
aLIcosMI- PESH DISACARIDG No. SULFATOS DISTRIBUCION
GLICARDS. | MOLECULAR REPETITIVO FOR DISACARIDO TISULAR

Tajidos esbrionarios mayor
frido 4080 a {D-glucurénico contenido que adultos,car-
H-acetil 8 tilago, piel, liquids si—
6 glucosamina. ) vial.
Hialurdnica | 8 x 10
{opdroitin | 5009 a {0-giucurdnica Cartilagn, chroea, hueso
Sifato 59,608 -N-aceti] #.2-2 piel, arterias.
galactosamina)n
{I—3lucurénica
Dersstdn | 15,086 a | 4 L-idurénica- Pigl, vasos sanguinecs,
lfatg 40,060 N-acetil 1a-2n valvuias cardiacas.
galactosaminain
{D-alucurdnica
Hepardn 5006 2 & L-idurénico- p.2-3.4 Fuluén, arterias, sucer-
Suitato 12,604 N-acetil ficie celular.
glurosamina)n
{D-glucurénico
Heparing | 6060 a § L-idurbnico~ 2.8-3.8 Fulmén, higado, piel.
25,000 | N-acetil
glucosamina’n
Kerslén (D-galartosa
Slfate 1008 -N-acetil $.9-1.8 Cartilags, cdrnea, discos
) glurosaminain . intercalares.
I
| f

Lol
[en]




TABLA Z

CRITERIOS DE VALIDACION

] ]
N T W b N SENSIBILIDAD EXACTITUD PRECISION

GhGs 0000999 | 0.0024 | -3.002 Rl 985+ 1144976252119 3+33
<19 pg

AN 0995 vl ) -boaai | Al RTLE4NEE 19T RETESI S EEETY
15 g

HEXO 371093 ] 8.057 @.0192 1161 197.75+2594% 98512651 ]95.9%0.43
{2ug

01
~J




_TABLA 3

— 7 T T T T
PACIENTE EDAD GTE ™ LC P-4

—
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ol
P
i}
152
—
o
0
0

3

Do
iy
]
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n
P
a0
-4
L]
I
¥

25 29 7 .84

c 25 LDIFAZICA 24 29 5.35

4 26 GIFASICA 24 ) 16.79

5 b DIFaSICh 24 26 -11.41
& 28 CIFASICA 25 29 16 .38

& 27 DIFASICA 24 258 1B &8

3
-

b
[ RN
D ry]
ot O
—
100 S

I+

¥ P-4 (MEDIA DE TRES VALORES).

-

¥ ™M (DIA DE MUESTREG) .
¥ LC (LONGITUD DEL CICLQ).
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TABLA 4

" VALORES OF LOS GRas, AC. URINICO Y HEXOSAMINAS EXTRAIDOS, EN LAS
FASE FOLICULAR, FASE SECRETORA Y EN LA OVULACION.

OVULACION FASE SECRETORA
N=24 N= 229

5811625

:
x
v
[Ta}
-+
-
~1
=
B

HEXD. Zh.a5 £ 1548

26.57 t 16.97

s
foe
na
P
o
-
I+
i
Ra
[
~1
&
1+
—
~
i~
X
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TABLA 5

VALORES DE LOS GAGs, AC. URONICO ¥ HEXCSAMINAS EN LAS
FASE FOLICULAR, FASE SECRETORA Y ER LA OVULACION

GIRECTGS OE LA ORINA

OVILACTON FASE SECRETORA
W= 24 L

£5.50 t 42 .92

~4
T
¥
vy
-k
B
o
&
=l
—
=y
&
~d
o
I+
i
(=)
b~
M

WD, | 45584 2 E5S.6E | G307 Eind. 55 ) 4E3.82 1 275.16

Al 709. 75 t 411.44 | 043,42 £ 335,85 | 7i6.16 * 422.13

40




FIGURAS

41




FIGURA 1

CARACTERISTICAS GENERALES DEL

CICLO MENSTRUAL
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FASE OVULACION FASE
FOLICULAR SECRETORA

AYCAMBIOS MORFOLOGICOS DEL  FOLICULQ.
B) PERFIL DEL ENDOMETRIO.

C) PERFIL DE GONADOT ROPINAS,
FSH (mU1).

0) PERFIL DE ESTEROIDES.
+++ ESTROGENOS (pq/mi) === pROGESTERONA (ug/ml).
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FIGURA 1-A

GLICOSAMINOGLICANOS
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3
COzH 2

CONDROITIN SULFATO-A

CONDROITIN SULFATO-C DERMATAN SULFATO

" CH,0S03H CH,0503H ' CH,0H
CH,0H

OH

NHCag Hy H HOZSNH
| H OM 4 L osog

KERATAN SULFATO HEPARINA

ACIDO HIALURONICO.



FIGURA 2

EFECTO REGULADOR SOBRE LOS GAG:s
EN EL LIQUIDO FOLICULAR .

FSH




FIGURA 3

CURVA ESTANDAR
GLICOSAMINOGLICANOS
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FIGURA 4

CURVA ESTANDAR
ACIDO URONICO
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FIGURA 5

CURVA ESTANDAR
HEXOSAMINAS
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FIGURA 6

 PERFIL DE LOS GAGs, LH Y TBC. .
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ug/mj
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FIGURA 7
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PERFIL DEL AC. UROI\iICO Y HEXOSAMINAS
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(2.C}: En GaQGs DIfA DEL CICLO

{b.d): En Orina
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FIGURA 8

PATRON ELECTROFORETICO
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A) Estandares de Ac. Hialurénico, Keratédn Sulfato vy
Condroitin Sulfato tipo A.

B r de Hepardn Sulfato, Dermatédn Sulfato vy
Condroitin Sulfato tipo C.

C) GAGs urinarios correspondientes al dia 1 del ciclo.

D) GAGs urinarics correspondientes al dia @ del ciclo.

E) GAGs Urinarios corvespondientes al dia -1 del ciclo.

F) Estandar de Heparina.

% Los GAGs empleados como estandares se nombran de

_— Tomitiands a Aosnarbhe B
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AMENORREA . Ausencia de la mensiruacién.
AMINGAZUCAR. Azdcar en el cuwal un grupo oxidrilo (OH}
ba sido rewplazado por un grupo amino
C NH 3.
CELULAS DE LA GRANULOSA. Somn  un tipo de células
ficas del ovario, con uwna funcidén
tnica, cada faliculo primario contiens wuna
célula geriminal  rodeada par celulas
aranulosas.
CETACEGS . Orden qus contiens a las dnicos wamiferas

s: bBballenas, delfines

Q

marinos complel
MmArsopas sto.
CICLD  ANOVWULATORIO. Corresponde al ciclo mensirual
en 2l cwal no ocurre avulacién.
CUERPO LUTEOQ. Estructura ovarica gue secreta estrégenos
vy progesterona gue se forma  temporalmente
a partir de la célula remanentes del
foliculo despuds de la ovulacién,
DISACARIDO. Aztcar cuyas moléculas estan  constituidas
por dos monosacAdridos, se encuentran
unidos por enlaces glicosidicos.
ENDOMETRIO. Membrana mucosa glandular que reviste la

superficie interna del Gatero de los

mamiferos.
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ERROR EXPERIMENTAL. La variacién que es de esperar al

ESTEROIDES.

EXACTITUD.

FOLICULD.

GLICOSAMINGGL ICANGS

LUt .

repetir el experiments excluyendo errores
en el disefin.

Grupo de compuestos de estructura ciclica
basica compleja. Son las hormonas
sexuales {Progesterona, andrégenos Yy

strégenasi. entre otras.

Froximidad de una estimacién o medicidn

donde se desarrolia el &vulso.

Son un gruco  heterosénso de

Y

Folimeros lineales aniédnicos constituidos
por secuwengias repetitivas de disacaridos
formados gor un aminoazlcar ¥ un  &cido
ursTiico .

Polisdcarido constituido por un solo tipo
de wnidad de azucar es decir > 95 %.
(constituidos por wunidades de Glucosa-D).

Formas prefijas del ar o alykys, dulce;
glucégens. Observa con mucha razén en Latin
que gluco—, aluc— son en realidad formas

andérmales. Lo correcto seria glico—, glic-,




ya aue la transcripcidén normal en espafiol
del fonema griego es i.

Organ e 1a reproduccisn de los
animales. Produce las células sexuales

(aam=tos! avarios & testiculos.

GONADOTROPINAS. Hormona del 1sbuls anterior de 1a

HIDROLIS

HIFOTALAMG .

HORMONA .

agua, pParticularmente aquellas en gue

FRecidén del encéfalo de los  vertebrados

e esta justo debaio de los  hemisferios

rerahrales, =S resoonsable de 1a
intearacién de rauchos patrénes de
comportamianta basicos quia entrafian

correlacién de funciones neurales ¥
endocrinas.

Sustancia que se desplaza desde un tejido
espzrial en donde se ha libsradn, para ser

transportada por la corriente sanguinea

54



LAGOMORFOS .

MENARCA .

MENSTRUACION.

QOCITO.

ORINA.

FiLASMA .

FRECIZION.

hasta células distantes gus responden a la
hormona y en donde ésta ejerce su efecto
caracteristico.

{Lagomorrpha) Orden de mamiferos
herbivaros gque incluye a las liebres vy

comejos.

La aparicién de lz primera  hemoarragia

menshrual .
Desprendimisnto v expulsién dzl
endometrio, Jjunta con gran  pérdida de

sangre en el fluido menstrual.

Célula que medianie meiosis origina wn

Liquido gue ce e2limina a traves de la

p

ca. 5= producrs en los rifiones
y contiemns Wwrea o Acido Orico ¥y nOmerosas
stras sustancias en cantidades pequefias.

Componente ligquidso, trasparente e

= la sangre de los vertebrados.

.

incoloro

Una medida del grado 2n ques
ohservaciones repetidas de la misma cosa
concuerden entre si. (Depende de la

reproductividada de la medidal.

PROTEOGLICANO. Es la unién covalents de un GAGS con una



proteina (nicleso prbtéicp)-

POLIHMERO. Es wn compuesto de alto'peso nolécular,

formado de varios compuestos més pecuefios
{Unidades monoméricas).
ROEDOR .

Grden de mamifsaros mds grande qus incluye

ratas, ratones, ardillas, castores. eic.
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