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ANTECEDENTES

El aparato reproductor femenino en los mamiferos consta de
ovarios, oviducto, idtero, cuello uterino, vagina y genitales

externos (15). El ovario,a diferencia del testiculo, permanece

en la cavidad abdominal; a su vez desarrolla una funcidn
exocrina "Liberacidén del ©6vulo" y una funcidén endocrina
"Esteroidogénesis"” (15). La forma y tamafio varia segin la

especie y la etapa del ciclo estral; en el porcino se asemeja a
un racimo de uvas debido a que los foliculos sobresalen Yy los
cuerpos ldteos se ocultan en el tejido subyacente (26). El1
foliculo es el compartimiento del ovario que permite efectuar
la doble funcidén mencionada. A menudo el desarrollo de 1los
foliculos se clasifica de acuerdo a tamafio, nimero de capas de
células de la granulosa, desarrollo de la teca, posicidén de los
Sdvulos dentro de un clmulo oéfero y la presencia de un antro

(15), (Fig. 1).

En los mamiferos el crecimiento y la diferenciacidén de los
foliculos se lleva a cabo por medio de procesos selectivos y
altamente integrados como se puede ver en las diferentes etapas
del desarrollo del foliculo. Esta fase de <crecimiento del
foliculo ocurre normalmente en asociacidén <c¢on el proceso
ovulatorio y en respuesta a la estimulacién de 1las hormonas
gonadotrdpicas que le confieren al 6vulo la capacidad de ser

fertilizado y finalmente desarrollar a un embridén (15).



El tamafio del foliculo varia segin las especies desde 1 mm
en el ratén a 5 cm en el caballo, el volumen varia y es
determinado por la cantidad de 1liquido folicular, é&ste es
separado de la circulacidén sanguinea por dos clases de tejidos:
las células de la granulosa sobre la membrana y la teca interna
(3,4,14,28), (Fig. 2); 1la integridad de 1los foliculos es
indudablemente determinado por las propiedades de estos tejidos

durante la vida del foliculo.

El liquido folicular tiene wuna importancia fundamental en
la fisiologia del ovario, incluye el <crecimiento de los
foliculos, maduracidén de los 6vulos, ovulacién y tfansporte por
los oviductos; su composicién proviene por una parte de las
secreciones de las células de la granulosa, de la teca interna
Yy por otra parte del exudado del plasma sanguineo (11). El
liquido es una solucidén de color pajizo (amarillosq), con un pH

7.33 y de composicidén quimica compleja (8,10,27).

Los niveles de varios compuestos quimicos en el 1liquido
folicular han sido determinados mediante el uso de varios
métodos analiticos y se ha encontrado que la composicién ¥y
concentracién de los mismos son semejantes a los del suero

(11).

Entre los componentes inorgadnicos se ha reportado la
presencia de: magnesio, cloruro, zinc, cobre, calcio y fosfato

inorgénico (17,21,22). Dos iones de considerable interés son el



sodio y potasio que aparentemente contribuyen en gran parte a

la presién osmdtica del fluido (11).

El anédlisis bioquimico de 1los carbohidratos del 1liquido
folicular revelan que la glucosa a una concentracidén de 40 mg
por 100 ml comprende cerca de tres cuartas partes del total de
carbohidratos, otros componentes como la fructosa estén en
menor cantidad (17). Entre 1los lipidos se ha reportado 1la
presencia de triglicéridos, fosfolipidos y colesterol, los
cuales se encuentran en concentraciones mas bajas que las
presentes en suero, también se ha descrito la presencia de
gonadotropinas y esteroides, entre las primeras destacan la
FSH y LH (9,12), mientras que los esteroides existe una extensa
variedad que incluye estrégenos, andrdgenos y progestagenos
(20,25). Sus concentraciones varian de acuerdo a la especie de
que se trate y al estado de desarrollo del foliculo; la
concentracién de éstos es mayor al inicio del crecimiento
foiicular y disminuye antes de la ovulacidén. Ademads de 1los
compuestos quimicos anteriormente mencionados se ha
reportado la presencia deinucleétidos ciclicos entre 1los que

sobresale el AMPc (10).

El andlisis de las proteinas en el 1liquido folicular
indican que muchas de ellas estdn presentes en plasma sanguineo
Y presentan cerca del 50% de la concentracidén encontrada en
suero (18,24). En el cerdo se ha reportado que los foliculos en

diferentes estados fisioldgicos de crecimiento presentan una



concentracidén semejante de proteinas, asi para los foliculos
pequefios (3.2-4.5 mm de didmetro),se encontréd 7.41%0.30 g/100ml

y para los grandes (5-10 mm de didmetro),6.9720.24 g/100m1(19).

El patrdén electroforético resultdé ser diferente ya que
los foliculos pequefios presentaron una banda de alfa globulinas
de migracién rapida, mientras que el 1liquido de foliculos
grandes, presentaron una banda de alfa globulinas de migracidn

lenta (19).

Dentro de los principales cambios en las propiedades
fisicas y quimicas del 1liquido folicular incluye a los
mucopolisacadridos que son porciones de glicosaminoglicanos de
una glicoproteina grande.Estos fueron medidos por cromatografia
liquida de alta presidén en el liquido folicular de cerdo de
foliculos pequefios (1~2 mm), medianos (3-5 mm) Yy grandes
(6-12 mm). Se identificé material semejante a condroitin y
hepardn sulfato; el grado de sulfatacién de los condroitines
incrementé con la maduracién folicular (1). Las gonadotropinas
Yy esteroides pueden regular la sintesis y secrecién de las
glicoproteinas por las <c¢élulas de 1la granulosa ya que 1la
produccidén de éstos varia durante la maduracidn del foliculo
(1).El1 papel fisiolégico de las glicoproteinas en la maduracién
folicular y ovarica en la ovulacidén y en la atresia no se ha
determinado. Se ha propuesto que podrian ser mediadores
importantes en la acumulacién del liquido en el foliculo ya que

se ha sugerido que la depolimerizacibén de estos compuestos



dentro del foliculo genera un incremento en la presidn osmética
que provoca la entrada de agua y moléculas pequefias a través de
la pared del foliculo, con lo que se facilita la ruptura de la

pared folicular y asi permitir el escape de su contenido (11).

Las glicoproteinas son proteinas conjugadas las cuales
contienen grupos de carbohidratos unidos covalentemente a la
cadena polipeptidica. El porciento en peso de los grupos de
c;rbohidratos en lasvdiferentes glicoproteinas pueden variar

entre el 1% en la ovoalbumina y el 80% en las mucoproteinas.

Las proteinas con un alto <contenido de carbohidratos son
llamadas proteoglicanos. La mayoria de los azlcares encontrados
en las glicoproteinas son monosacdridos o derivados de ellos,
las cadenas laterales (lineales o ramificadas), contienen de
dos a docenas de residuos de monosacéidridos que por lo general
son de dos o mas tipos. Frecuentemente la unidad terminal
monosacarida es un residuo cargado negativamgnte del &cido

N-Acetil Neuraminico.

Los grupos de oligosacaridos de 1la mayoria de las
glicoproteinas estan unidas a los grupos R de residuos de
aminocdcidos especificos de la cadena polipéptica. Existen tres
diferentes <clases de wuniones: a.- De la glucosamina del
oligosacidrido con la amina nitrogeneda de un residuo de la
asparagina de la cadena polipéptica, b.- Unidn glicosidica

con el grupo hidréxido del residuo de la serina o treonina, c.-



La cadena lateral de la glicoproteina (oligosaciridos), se fija

a los grupos hidrdxido de los residuos de la hidroxilisina.

En el proceso de crecimiento, maduracidén y formacidn del
liquido folicular alin existe mucho por estudiar ya que para
todos los estudios que se han realizado del liquido folicular
ha sido colectado de wun namero limitado de foliculos y los
resultados sélo han sido relacionados al estado fisiolégico del
animal mAs que al proceso de crecimiento folicular. En vista de
la diversidad de 1los estados del foliculo presente en el
ovario, es importante-elucidar el proceso fisioldgico en 1los
foliculos individuales para entender varios a%pectos de 1la
diferenciacidén folicular; por tal motivo en el presente trabajo
se analizan 1los cambios en el patrén de las proteinas y
glicoproteinas en los diferentes estados de maduracidn del
foliculo, ya que se ha propuesto que estas moléculas podrian

tener un papel importante en la fisiologia del foliculo.



HIPOTES STIS

-

Dentro de las mGltiples moléculas que se han encontrado en
el 1liquido folicular existe la posible participacién de las
proteinas y las glicoproteinas en los procesos
intrafoliculares para que se llgve a cabo el crecimiento,

diferenciacidén folicular y la maduracidén de los Svulos.



OBJETTIVOS

Determinar el patrdn electroforético de las proteinas y
glicoproteinas en los estados fisioldgicos del foliculo de

cerdo.

Analizar la posible existencia de un marcador de

maduracién folicular en el cerdo.




MATERTIALES Y METODOS

OBTENCION DE LA MUESTRA.

EQUIPO

- Vernier.
- Microjeringa de 10 microlitros.

- Jeringa de 1 ml.

Centrifuga clinica Sorvall GLC-1.

REACTIVOS

Solucidén salina al 0.09%

Pesar 9 g de cloruro de sodio, diluir y aforar a 1000 ml

con agua desionizada.

METODO

Los ovarios de porcino fueron recoclectados de animales

recién sacrificados en el rastro municipal de Guadalajara y

transgortados en refrigeracidn al laboratorio para



conservarlos en buen estado.

De los 95 ovarios que se recolectaron se seleccionaron
los foliculos que tuvieron 1los siguientes diimetros: pequefios
(2 mm), medianos (5 mm) y grandes (9 mm), de los que se
procesd un total de 43, 45 y 40 foliculos respectivamente, las
mediciones fueron realizadas con un Vernier. Posteriormente se
extrajo el liquido folicular, para los foliculos pequefios se
utilizé la microjeringa de 10 microlitros y para los
medianos y grandes se utilizdé la jeringa de 1 ml. El liquido
aspirado se colocd en tubos de ensayo que contenian 1 ml de
solucidén salina al 0.09%, las células de la granulosa fueron
eliminadas del liquido folicular mediante centrifugacidn a
3000 rpm durante 15 minutos, el sobrenadante se decanté a
tubos y se almacenaron a 0° hasta 1la determinacidn de la

concentracidén de proteinas y la corrida electroforética.

DETERMINACION DE PROTEINAS

FUNDAMENTO

Esta determinacién estd basada en la reaccidén de
reduccidn del complejo formado entre los residuos triptofano-
++

tirosina y 1los 1iones de Cu por el reactivo de Folin

( Acido fosfomolibdico-fosfotilngstico 3, con lo que se



desarrolla un color azul que es directamente proporcional a

la concentracidn de proteinas (16).

EQUIPO

- Potenciémetro Compensator E 388.

- Espectrofotémetro Coleman Junior II.

REACTIVOS

Solucién patrdén de proteinas

Pesar 20 mg de albimina bovina, disolver y aforar a 10 ml
con agua desionizada, obteniendo una concentracidén final de 2

mg por cada mililitro.

Solucién amortiguadora de carbonatos pH 10.1

Carbonato de sodio 0.2 M, Bicarbonato de sodio 0.2 M

Pesar 636 mg de carbonato de sodio y diluir con 30 ml de
agua desionizada, pesar 336 mg de bicarbonato de sodio vy
diluir con 20 ml de agua desionizada, mezclar las 2 soluciones

y ajustar el pH a 10.1 con hidréxido de sodio 1 N.



Reactivo "A"
Carbonato de sodio al 2% en hidrdéxido de sodio al 0.1 N
Pesar 1 g de hidréxido de sodio, diluir y aforar a 250
ml con agua desionizada. Pesar 5 g de carbonato de sodio
diluir en los 250 ml de la solucidén de hidrdéxido de sodio
0.1 N .
Reactivo "B"
Sulfato de cobre 0.5% en tartrato de sodio y potasio al 1%
Pesar 2 g de tartrato de sodio y potasio, diluir y
aforar a 100 ml con agua desionizada.
Pesar 1 g de sulfato de cobre, diluir y aforar a 100 ml
con agua desionizada.
Para preparar este reactivo se toman volimenes iguales de
estas dos soluciones

Reactivo "C"

Medir 50 ml de reactivo "A" y adicionar 1 ml de reactivo

IIBII



Reactivo de Folin 1 N e R fﬁ*

Generalmente el reactivo de Folin comercial viene 2 N
medir 1 ml del reactivo de Folin y diluir a 2 ml con agua

desionizada.

Nota: Las dos Gltimas soluciones se preparan al momento

METODO

Se prepard una curva patrén de la solucién de albimina
con 0,1 ml de cada estandar para tener concentraciones de 10,

20, 30, 40 y 50 microgramos por sistema.

Para la determinacidn de proteinas en el liquido
folicular se utilizaron las siguientes alicuotas en funcidn
del di&metro del foliculo; grandes (9 mm), 0.005 ml ;medianos
(5 mm), 0.010 ml y pequefios (2 mm}), 0.020 ml de 1liquido

folicular.

- Adicionar a <cada alicuota 0.1 ml del amortiguador de
carbonatos pH 10.1 .

~ Incorporar 1 ml del reactivo "C" y agitar.

- Dejar reposar 10 minutos a temperatura ambiente.

- Agregar 0.1 ml del reactivo de Folin y agitar.

~ Leer en espectrofotdémetro a 750 nm .



Las lecturas asi producidas fueron interpoladas en la gréafica
tipo (Fig. 3), preparada simultidneamente con la solucidn

de albtimina y con los mismos reactivos.




ELECTROFORESIS

FUNDAMENTO

Este proceso estd basado en la separacidén de proteinas
que presentan una carga neta en un campo eléctrico cuando se
hace pasar una corriente continua entre dos electrodos en un

medio con iones, las proteinas negativas (aniones), se mueven

hacia el electrodo positivo (&nodo), mientras que las
positivas (cationes) se mueven hacia el electrodo negativo
(cdtodo), la velocidad de migracidn de una proteina

dependerd entre otras cosas de su peso molecular y a la

magnitud de la corriente empleada.

EQUIPO

- Potencidmetro Compensator E 338.

~ Cémara electroforética en disco.

- Fuente de poder eléctrica Beckman.

- Negatoscopio.

REACTIVOS

Solucidén Stock




Acrilamida al 10% y Bis-acrilamida al 3%

Fueron pesados 20 g de acrilamida y 0.75 g de

Bis-acrilamida, enseguida se disolvieron y aforaron a 50 nml

con agua desionizada.

Amortiguador 10X pH 7.4

Tris 40 mM, Acetato de sodio 20 mM, EDTA 2 mM

Para preparat esta solucidn se pesaron las siguientes
cantidades: 4.84 g de tris, 1.6406 g de acetato de sodio vy
0.745 g de EDTA, se disolvieron en 800 ml con agua
desionizada, se ajustd el pH a 7.4 con acido acético y se

aford a 1000 ml con agua desionizada.

S DS al 20%

Pesar 20 g de SDS, disolver y aforar a 100 ml con agua

desionizada.

TEMED al 5%

Se prepard esta solucidén (v/v), tomando 0.05 ml de TEMED



y se aford a 10 ml con agua desionizada. &

Persulfato de amonio al 1.5%

Pesar 0.15 g de persulfato de amonio, disolver y aforar,

a 10 ml con agua desionizada.

Amortiguador para electroforesis

Se miden 100 ml d=1 amortiguador 10X pH 7.4, enseguida se
mezclan con 25 ml de SDS al 20% y se aforan a 750 ml con

agua desionizada.

Solucidén indicadora de corrida

Azul de bromofenol al 1%

Pesar 0.15 g de azul de bromofenol, disolver y aforar,

a 10 ml con agua desionizada.

Amortiguador para la muestra

Sacarosa al 20% en amortiguador para electroforesis



Pesar 2 g de sacarosa, disolver a 10 ml con el

amortiguador para electroforesis.

Preparacidén de geles

Medir:

- Soluciédn Séock de acrilamida : 8.4 ml
- Amortiguador 10X pH 7.4 6.0 ml
-SDS al 20% ’ 3.0 ml
- Agua desionizada ' . 33.6 ml
~ Persulfato de amonio al 1.5% 6.0 ml
- TEMED al 5% 3.0 ml

Colorante para proteinas I

Alcéhol isopropilico al 25%, 4&cido acético al 10%, azul de

Coomassie al 0.05%

Medir 80 ml de alcéhol isopropilico, afiadir 25 ml de
4cido acético glacial y por dltimo agregar 0.125 g de azul de

Coomassie disolver y aforar a 250 ml con agua desionizada.




Colorante para proteinas II

Alcbhol isopropilico al 10%, &cido acético éi 10%, azul de

Coomassie al 0.005%.
Medir 32 ml de alcéhol isopropilico, adicionar 25 ml de

dcido acético glacial y 0.0125 g de azul de Coomassie, disolver

y aforar a 250 ml con agua desionizada.

Colorante para proteinas III

Acido acético al 10%, azul de Coomassie al 0.0025%.
Medir 25 ml de &4cido acético glacial, incorporar 0.0062

g de azul de Coomassie, disolver y aforar a 250 ml con agua

desionizada. ' .

Revelador de .proteinas

Acido acético al 10%.

Medir 100 ml de &cido acético glacial y aforar a 1000 ml

con agua desionizada.



Fijador para carbohidratos I

Alc6hol isopropilico al 25%, 4&cido acético glacial al 10%.

Medir 80 ml de alcdéhol isopropilico, afiadir 25 ml de

dcido acético glacial, diluir y aforar a 250 ml con agua

desionizada.

-Fijador para carbohidrateos 1II

Alcdhol isopropilico al 10%, 4&cido acético al 10%.

Medir 32 ml de alcbéhol isopropilico, adicionar 25 ml de

dcido acético glacial, mezclar y aforar a 250 ml con agua

desionizada.

Fijador para carbohidratos III

Acido acético glacial al 10%.

Medir 100 ml de &cido acético glacial, diluir y aforar a

1000 ml con agua desioniiada.




Acido periddico al 0.5%"- .

Pesar 1.25 g de &cido periddico, disolver y aforar a 250

ml con agua desionizada.

Arsenito de sodio al 0.5%

Pesar 2.5 g de arsenito de sodio, disolver con agua
desionizada e incorporar 25 ml de Aacido acético glacial y

aforar a 500 ml con agua desionizada.

Arsenito de sodio al 0.1%

Pesar 1.0 g de arsenito de sodio, disolver con agua
desionizada, agregar 25 ml de Acido acético glacial y aforar

a 1000 ml con agua desionizada.

Acido acético glacial

Reactivo de Schiff

Pesar 2.5 g de fucsina basica, 5 g de metabisulfito de



sodio, disolver con agua desionizada, agregar 50 ml de Acido
clorhidrico 1 N y aforar a 500 ml con agua desionizada, agitar
esta solucidén por varias horas, después decolorizar con 2 g
de carbén activado por tres veces. -
Metabisulfito de sodio ©0.1% en HCI 0.01 N
1 g de metabisulfito de sodio se disuelve en agua y se
afora a 1000 ml con agua desionizada.
METODO
Preparacidén de geles
La preparacién de los geles se 1llevé a cabo de 1la
siguiente manera:
- Se preparan los tubos de vidrio de 12 cm de longitud y 6 mm
de didmetro interno, éstos se limpian perfectamente con
mezcla crdmica; se lavan, siliconizan 10 minutos y se secan

al horno.

- Se marcan a 1 cm y a 11 cm.

- Se'sellan en el extremo inferior en relacién a las marcas

mencionadas, con parafilm.



- Una vez efectuado esto, se llenan hasta la segunda marca

con la mezcla para la elaboracién de los geles, el

debe ser con cuidado para evitar la formacidén de

dentro del gel.

vaciado

burbujas

- Finalmente se agregan unas gotas de agua sin mezclar con el

fin de que la superficie del gel quede completamente plana

y el menisco se forme en la superficie del agua.

- E1 gel se deja polimerizar toda la noche a temperatura

ambiente (13).

Estdndares de peso molecular

Se peéé 1 mg de Tripsindgeno (24 000 Daltons);
(monomero 66 000 Daltons); AlbUGmina (dimero 132 000
Miosina (200 000 Daltons), se disolvieron en un
sacarosa al 20%. Para la corrida electroforética se

50 microlitros de cada proteina, (50 microgramos).

MUESTRA

Preparacién para la corrida electroforética

Albimina
Daltons)
ml de

emplearon

Se toma un voldmen de la dilucidén del liquido folicular,

equivalente a 0.1 g de proteina, se agregan 0.5 g de sacarosa



al 20% en 2l amortiguador electroforético y se afiade una gota

del indicador de corrida (azul de bromofenol).

CORRIDA ELECTROFORETICA

Una vez polimerizados los geles se decantd el agua y se
enjuagaron, enseguida se les agregd la muestra y los estandares
ya preparados para la corrida electroforética, un gel para cada
muestra y para cada estandar, inmediatamente se les agregé
amortiguador para electroforesis evitando que se mezcle con la
muestra. Posteriormente se procedid a quitar el‘parafilm del
extremo inferior y se acomodaron los tubos en la cémara
electroforética, se llenaron <con el amortiguador las dos
camaras del aparato de electroforesis hasta cubrir los
electrodos, asi mismo que los tubos quedaran sumergidos en
ambos extremos. Los electrodos de la camara fueron conectados
a una fuente de poder colocando el electrodo positivo en la
cédmara inferior y el electrodo negativo en la céamara superior

(13).

La corriente aplicada fue de 3 ma/tubo hasta 1la
terminacién de 1la corrida electroforética, esto ocurrid
cuando el colorante indicador alcanzdé la marca de 1 cm del
extremo final del tubo. Bajo estas condiciones la duracidén de
la corrida electroforética fue de 3 horas aproximadamente

(13).



Los tubos de la corrida electroforética fueron retirados
de 1la céamara, marcados y colocados en hielo durante 10
minutos después de lo cudl se procedid a extraer el gel
inyectando agua fria a presidn con una jeringa entre el gel y
las paredes internas del tubo, después que los geles fueron
extraidos de sus tubos, se procedié al revelado de proteinas

y carbohidratos respectivamente.

REVELADO DE PROTEINAS

Para el revelado de las bandas de proteinas se realizé

de la siguiente manera:

- Colorante para proteinas I, toda la noche.

-~ Colorante para proteinas II, de 6 a 9 horas.

- Colorante para proteinas III, toda la noche.

- Revelador para proteinas, hasta que desaparezca el fondo

azul.

REVELADO DE CARBOHIDRATOS

~ Revelador de carbohidratos I, toda la noche.
- Revelador de carbohidratos II, de 6 a 9 horas.

- Revelador de carbohidratos III, toda la noche.



- Acido periddico al 0.5%, 20 minutos.
- Arsenito de sodio al 0.5%, 20 minutos. -

- Arsenito de sodio al 0.1%, 20 minutos.

- Acido acético glacial, 20 minutos.

- Reactivo de Schiff, toda la noche.

- Metabisulfito de sodio al 0.1% en HcC! 0.01N, hasta

decolorizar.

La fijacién, coloracién y decoloracidn se hizo a
temperatura ambiente, los geles se almacenaron en tubos de
vidrio para ser analizados a través del negatoscopio y

realizar el conteo y medicidén de las bandas presentes en cada
gel de 1los problemas y 1los estandares. Con 1los valores
obtenidos se traza una curva patrdn para la determinacidén del

peso molecular (Fig. 4).




RESULTADO OS

El liquido folicular (LF), fué colectado de 43 foliculos

de 2 mm de diadmetro, 45 foliculos de 5 mm de didmetro y 40
foliculos de 9 mm de didmetro; para ser analizados en lo
referente a volUmen, concentracidén de proteinas y patrén

electroforético de proteinas. El1 volimen de los foliculos de 2
mm de didmetro fué de 5.3%1.8 microlitros, de los de 5 mm de
didmetro, 57%25 microlitros y de los de 9 mm 190%77
microlitros. Dentro de cada uno de los ovarios de donde se pudo
colectar el fluido folicular, se pudo observar que por lo
general los foliculos fueron de tamafio uniforme, prevaleciendo

foliculos preovulatorios de tamafic grande.

El andlisis estadistico demuestra que la correlacidn entre
tamafio y el volimen folicular es positiva y altamente
significativa ( r= 885; p < 0.001). Por lo tanto, en estudios
sﬁbsecuentes el volimen folicular podria ser estimado en base
al tamafio folicular mediante el uso de regresidén lineal y =

30.97X + (-69.97) . (Fig. 5).

Las variaciones en el tipo de foliculos presentes en los

ovarios de 1los diferentes animales, posiblemente podria
reflejar diferencias en las etapas del ciclo estral de los
animales al tiempo que éstos son sacrificados. Hecho que, a

Su vez podria reflejarse en la concentracidén de proteinas,



encontrandose gue el promedio de la concentracidén de proteinas
expresada en miligramos por foliculos, para los foliculos de 2
mm fué de 0.56, pafa los de 5 mm 3.89 y para los de 9 mm 10.05
y }a concentracidén de proteinas en mg por ml de liquido
folicular fue de t106.57t96.33 mg para los foliculos de 2 mm,
68.32247.12 mg para los de 5 mm y 52.93%21.38 mg para los de 9
mm de diédmetro, la concentracidén en g por 100 ml de liquido
folicular fué de 10.60%9.63, 6.83%a.71, 5.29%2.14, para los

foliculos de 2, 5 y 9 mm de didmetro respectivamente {(tabla 1).

En la separacidén de proteinas y <carbohidratos de ligquido
folicular por eiectroforesis en gel de poliaérilamida se
realizaron 30 corridas para cada uno de los diferentes grupos;
en los foliculos de 2 mm de didmetro se encontrd un patrdn de 3
bandas de proteinas y ninguna banda de carbohidratos.(Fig. 6).

Los pesos moleculares se indican en la tabla 2.

En el caso de 1los foliculos de 5 mm de diametro,
presentaron un patrén electroforético de 10 bandas de proteinas
y una banda de carbohidratos (Fig. 6). Los pesos moleculares

v

de ambos grupos de compuestos se indican en la tabla 2.

El patrdn de proteinas y carbohidratos en el 1liquido
folicular de cerdo de los foliculos de 9 mm de diametro fué de
12 y 2 bandas respectivamente (Fig. 6). En la tabla 2 se

indican los pesos moleculares correspondientes.



En los foliculos ‘de 5 mm de diémetrro la proteina con
66 000‘ Daltons corresponde a una glicoproteina, ya que se
] encontraron tanto en el gel de proteinas como en el de
' carb'ohidratos. De la misma manera en los foliculos de 9 mm de
dismetro las bandas con pesos moleculares de 170 128 y 66 000
i paltons corresponden a una glicoproteina, ya que se encontrd

E tantd en el de proteinas como en el de los carbohidratos.




DISCUSTION i

El liquido folicular estd constituido por el exudado del
plasma sanguineo y por las secreciones intrafoliculares; se ha
sugerido que el flujo de los constituyentes sanguineos hacia el
foliculo en crecimiento se realiza a +través de un proceso
trasudativo, el cual constituye la explicacidn mé&s sencilla
para dilucidar el mecanismo de la formacidén del 1liquido
folicular (11). No obstante al comparar la concentracién de
proteinas de cada uno de los foliculos de diferentes tamafios se
encontrd una concentracidén elevada en los folicuios pequefios
para disminuir en los foliculos medianos y por Gltimo
estabilizarse en los foliculos grandes (Tabla 1}, lo cual
implica que los foliculos de 2 mm de didmetro mantienen su
concentracidén elevada de proteinas en contra de una
concentracidén més baja presente en suero. Estos resultados
concuerdan con los de Shuetz y Anisowicz (23), en donde las
concentraciones de proteinas en el liquido folicular son altas
eﬁ comparacidén a las del suero de cerdo (107i96 vs 75 mg/ml), ¥y
también estan de acuerdo con los reportados en otras especies
como el conejo y en el humano (6,27). Todas estas evidencias
hacen imposible pensaf en la posibilidad de que exista un
mecanismo de trasudacidén para la formacidén del liquido

folicular.

Por otro lado existen suficientes reportes en apoyo al



hecho de la disminucidn y estabilizacidn de las~
concentraciones de las proteinas, ya que existe disminucién de
la fosfatasa alcalina, transaminasa glutdmico-oxalacética,
cslcio, colesterol, éster hidrolasa, aminodcidos, fosfolipidos
triglicéridos entre otros (10). M&s atin, esto Gltimo no
solamente representa un argumento mé&s en contra del mecanismo
de trasudacidn sino que es una evidencia de que existe un
incremento en la sintesis de proteinas y que algunas son
liberadas por las células de la granulosa y ademds de que
existe una exportacidn de proteinas por el foliculo, ya que la

concentracién de las mismas es menor en los foliculos grandes.

Al analizar las proteinas del liquido folicular de los
foliculds de 2, 5 y 9 mm de didmetro por electroforesis en gel
de poliacrilamida (13), se puede observar que existe una
proteina comin en 1los tres foliculos que corresponde a la
AlbGmina (66 000 Daltons) y la cual sélo en los geles de los
foliculos de 5 y 9 mm dié positiva la prueba de PAS para los
carbohidratos (Fig. 7). Los resultados obtenidos apoyan la
teoria de que durante el desarrolio folicular se incrementa la
sintesis de proteinas en las células de la granulosa (7), ya
que se encontraron bandas de diferente peso molecular al
comparar entre si los geles de las proteinas de los foliculos
de 2, 5y 9 mm de didmetro. De esta forma en los foliculos de 2
mm de didmetro encontramos dos bandas de proteinas
(219 472 'y 77 153) que no se presentan en los foliculos de 5

Yy 9 mm de didmetro, mientras que los foliculos medianos



encontramos 4 diferentes proteinas (3798 507; 162 638; 92 639;
64 256 Daltons), y en los de 9 mm de didmetro encontramos 6
diferentes y de mayor peso molecular (401,356; 313,315;170,128;
152,757; 106,335 y 99,112 Daltons) de las cuales una es una
glicopréteina que corresponde a un peso molecular de 170 128

Daltons.

El hecho de que la concentracién de proteinas sea mayor en
los foliculos pegquefios y disminuya en los foliculos medianos
para ‘estabilizarse en los foliculos grandes (2,5,9 mm de
didmetro) podria concordar con el reporte de que el inhibidor
de la maduracién folicular (OMI) se libera cuando los foliculos
alcanza cierto grado de wmaduracidén (7). Por otro lado la
presencia hasta de 6 proteinas diferentes en los foliculos
grandes y en los reportes de que en los 6vulos de rana y
estrella de mar aparece el factor de maduracién (MPF) (5), nos
permite sugerir gue posiblemente una de estas proteinas nuevas

se comporte como factor de maduracidén folicular.



CONCLUSIONES .

Existe una correlacidn positiva y significativa entre el

tamafio y el voldmen folicular.

En la formacidn del liquido folicular no existe un proceso
de trasudacidn de los constituyentes sanguineos hacia el

foliculo.

Las proteinas se encuentran en una concentracidén muy
elevada en los foliculos pequefios para disminuir en los
foliculos medianos y por (Gltimo estabilizarse en los

foliculos grandes.

Existe sintesis y exportacién de proteinas del foliculo

durante la maduracidn.

El patrdn electroforético del 1liquido folicular en los
foliculos pequefios fué de 3 proteinas, en los medianos 10
proteinas (1 glicoproteina), y los grandes de 12 proteinas

(2 glicoproteinas).



El patrén electroforético del 1liquido folicular fué

difzrente en cada grupo de foliculos, en los foliculos
pequefios se encontraron 2 proteinas diferentes, en los

medianos s& encontraron 4 y en los grandes 6 proteinas y

una glicoproteina diferente.

Las proteinas y 1la glicoproteina diferente podrian ser
indicadores de maduracién folicular ¥ comportarse como

marcadores.
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ABREVIATURAS

+

AMPC = Adenosina monofosfato ciclico.

" EDT A = Acido Etilen Didmino Tetraacético ( sal

tetrasddica).

F S H = Hormona foliculo estimulante.

L H = Hormona luteinizante.

S DS = Dodecil sulfato de sodio.

>T EMETD = N,N,N;N;;Tetrametiletilendiamino.

TRIS = Hidroximetil Amino Metano.




Ge; Epitelio germinal.
Te; Teca externa.

Ti ; Teca interna.

Mg; Membrana granuiosa.
Co; Cumulus Oopherus.
Lf.; Liguido folicular.

Figura 1= Foliculo Graffiano.
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Figura 2~ La estructura de la pared del foliculo Graffiono muestra
7 . ’
como la membrana basal priva de aporte sanguineo a la
I
célula de la granuiosa {2).
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y=(3097)(X)+(-69.97)
r=0.885

Figura 5~
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Relacion entre el volumen y el diametro folicular de cada folfculo
estudiado en el cerdo.
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3-Proteinas de los foliculos de Smm de diadmetro. 4-Carbohidratos de los foliculos de 5 mm de diometro.
1 5:Proteinas de los foliculos de 9mm de didmetro. 6-Carbohidratos de los folicuios de 9mm de didmetro.
1 7-Miosina PM 200000 Daltons. 8-Albuminag (Dimero) PM 132000 Daitons.
1 9-Albimina {Monomero) PM 66000 Daltons. 10- Tripsinogena PM 24000 Daltons.
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Figura 6~ Patron electroforetico del lfqmdo folicular del cerdo.
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VOLUMEN Y CONCENTRACION DE PROTEINAS EN EL LIQUIDO FOLICULAR

DE CERDO
, , Concentracion de protel'nas
Diametro Volumen de! foliculo
mgqg/ fol mg / mi g /100 m!
2 mm 513 pl £11.8 0.56 106571 96.33} 10.66% 9.63
5 mm 57.00ul * 25.0 3.89 6832t 47.12] ©.83t4.7|
9 mm 190.00ul 2770 10.05 52.93%21.38| 5.29% 2.14

TABLA |




FOLICULAR DE CERDO

DIAMETRO
PROTE INA 2 mm > mm omm
D A L T O N S

! 401 356 {24)
2 379507 (13)
3 313 315 (9)
4 219472 (10)
5 205428 (30) | 202216 (25)
6 187 210 (26) 187738(17)
7 170128%21
8 162638 (27)
9 152757 (14)
10 141249 (19) 138926 (12)
¥ 126249 (12) 126605 (11)
12 106 335 (14)
13 99112 (10)
14 92639 (I1)
15 81850 (28) 80480(23)
16 77153 (11) -
17 66 000(26) 66000 (30) 66000*(28)
18 64256 (9)

(n) = Numero de veces que aparecid cada protefna de 30 corridas electroforet

¥ = Peaso molecular de las glicoprotefnas.

. TABLA 2
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