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RESUMEN. 

Estudió de la actividad de tres enzimas lisosomales: 
tFosfatasa ácida, arll-sultatasa 
glucosamtnldasa) durante la maduración 
cabra. 

y N-acet11-~-D-

tollcular en la 

Se disecaron y clastftcaron follculos antrales de cabra 
por su tamano en 3 grupos: menores de 3 mm, entre 3 y 6 mm y 
mayores de 6 ~m. Los follculos menores de 3 mm de diametro 
se consideraron sanos y se incorporaron directamente al 
estudio, los restantes se estudiaron bajo un mtcroscoplo 
estereoscópico para ver sus caracteristlcas morfológicas. 
Los follculos de entre 3 y 6 mm y mayores de 6 mm con 
apariencia brillante, translüclda y unltorme, 
vascularlzaclón extensa y una capa regular de células 
granulosas se consideraron sanos. Se midieron las 
actividades, para las tre• enzima•, libres y unidas a 
particulas de células de la capa granulosa, del saco 
tollcular vacio (células de la teca>, y del liquido 
folicular, empleando métodos tluorométricos. La tostatasa 
~cida y la N-acetll-a-D-glucosaminidasa están presentes en 
los diferentes compartimentos del tollculo, sus actividades 
son notablemente más intensas en las células de la teca que 
en las células de la capa granulosa.. Muestran un 
comportamiento similar durante el crecimiento folicular; en 
las células de la teca disminuyen conforme aumenta el tamano 
del toliculo, después aumentan durante al desarrollo 
folicular. Por el contrario, la aril-sultatasa est~ 

presente en la tracción unida , a partlculas, de las células 
de la capa granulosa, aumenta durante el desarrollo 
folicular y tiene un comportamiento caracteristico durante 
el crecimiento del tollcuto. La actividad de las tres 
enzimas en el 1 tquido tol icular, en ausencia de cambios 
atréslcos, disminuyó con relación al desarrollo del 
toltculo. 

De nuestros resultados puede concluirse que las enzimas 
lisosomales estan presentes en todos los compartimentos y 
estadios del crecimiento folicular de la cabra adulta, sus 
concentraciones varian de acuerdo a\ desarrollo folicular y 
los estadios finales del crecimiento se acampanan por un 
aumento de lisoeomas en las células de la teca, asi como por 
la liberación de la actividad hidrolttica dentro del 
compartimento libre de estas células. 



1NTRODUCC1 Oll. 

En los mamiteros la liberación de ovocltos viable• 
capaces de ser fertilizados involucra trae evento• 
principales: l.- La ovo¡enests, que involucra la producción 
de células germinales femeninas: 11.- El crecimiento 
tollcular, que comprende el crecimiento de lo• follculos 
ovartcoB y el concomitante crecimiento de los ovocltos y 
111.- La maduración de los ovocltos, que constate en la 
reanudación de la meiosls inmediatamente antes de la 
ovulación. 

La ovo¡énesls es un proceso que aa inicia en la etapa 
fetal y se detiene cuando el núcleo del ovoclto lla¡a a la 
protase 1 de la melosts <Dlplotenol, en este estadio la 
mayorla de los ovocitos experimentan atresia: proceso 
deseneratlvo que experimentan los toliculos ov~rico•, lo• 
cuales no alcanzan a liberar a la célula germinal. Despué• 
de la pubertad, los ovocito1 restantes son estimulados por 
las gonadotropinas hipofisiarlas para reiniciar la malosl•, 
pero muy pocos maduran y 9on ovulados. El creci•l•nto 
ctclico de los fol1culos puede culminar en la ovulación o la 
atresia tollcular. 

1. 1 OVOGENES 1 S. ! 1 > 
1.1.A.-EL ORIGEN DE LA OVOGONIA. 

El origen de las célula• germinales ha sido un tópico 
controvertido. Un grupo de investigadora• afirma que al 
inicio del desarrollo embrionario, la célula precursora de 
las células ¡erminales proviene de sitios e~tra¡onadales y 
dan lu¡ar a gametas femenina• y masculinas, una sa¡unda 
escuela, propone el concepto que las c61ulas germinal•• 
femeninas pueden provenir del epitelio germinal y que •1 
número de ovocitos varia con el estadio del ciclo menstrual 
del ovario adulto de la hembra en el humano l2, 142). 
Evidencias posteriores han mostrado que el primer concepto 
es el verdadero y que lo• gonocitos primordiales provien•n 
de tuentes extragonadales l157,101>. En el embrión humano 1 

las celulas germinales primordiales se originan del epitelio 
del saco vitelino del endodermo, donde se reconocen por 
primera vez alrededor de la 4• semana de edad fetal (157). 
Poseen movimiento ameboideo y son transportadas por la 
corriente sangulnea o el mesenterio dorsal y eventualment• 
van a residir en los cordones genitales, donde aum•ntan 
rapidamente en número por mitos!•. 

La corteza del ovario proviene del epitelio celóaico 
ClSS> y 9Uministra, a la gónada en desarrollo, célula• 
1ollculares que rodean a las célula• ¡erminal••• 
constituyendo asi los follculos prtmordlale•. La médula 
ov~rica se origina del blastema mesonétrico mediano y prov .. 
las c*lulas intersticiales para la ¡ónada. 



Conforme se incrementa et n6mero de célula• germinales 
y foliculares, los cordone• medulares -que contienen tejido 
conectivo y vasos sangu1neos- invaden la corteza y dividen a 
los fol1culos en grupos. 

1.1.B.- DESARROLLO OE LA OVOGONIA 
En la hembra da los mamtfaros, laa células germinales 

se transforman en ovo¡onia• desde el final del segundo aes 
de implantación intrauterina, hasta el s*ptimo mes de 
desarrollo embrionario <6>. La división final de una 
ovogonia por mitóais termina en la producción de un ovocito 
el cual se dividirA por meiosis, lo que da por resultado 
reducción del número de cromosomas da la ovogonia. 

La meiosis involucra una división ecuatorial y otra 
reduccional. En la primera división, Melosis 1, los 
cromosomas homólogos se dividan. La profase inicial se 
puede dividir en cuatro etapas: Leptoteno, Zigoteno, 
Paquiteno y Olploteno C7>. En el estadio de leptoteno, el 
núcleo contiene el número diploide de filamentos 
cromosómicos los cuales no están apareados, durante el 
zigoteno, los filamentos materno y paterno sa asocian en 
pares formando la sinapsis, en el paquiteno, los filamentos 
apareados se acortan y espesan, en este momento es cuando 
ocurre el entrecruzamiento entre lo& parea cromosómicos, en 
el diplotono. las crom~tida& se separan y desenrrollan 
permaneciendo unidas por el quiaPm• 1 (punto donde ocurrió el 
entrecruzamiento>. En el estadio inicial de maduración, la 
cromátida empieza a condensarse a lo largo de la membrana 
nuclear, el nucléolo ae rompe y •u membrana se dispersa y 
finalmente se divide <23), conforme el huso se forma las 
mitocondrias se mueven para rodearlo. En la telofase 1, la 
cromatina se divide de igual forma, pero el ovocito retiene 
el volumen del ovoplasma, el primer cuerpo polar recibe la 
mitad de la cromatina, pero poco del ovoplasma. En la 
Meiosis 11, cada par de cromátidas es unida por un 
centrómero comUn y cada cromálida del par se separa de su 
pareja, el ovocito prosigue a Hetafase 11 donde se detiene 
la meiosls, la célula germinal es liberada en Metafase 11 y 
completa la división cuando un espermatozoide la penetra. 

El proceso de meiosis no es sincrónico, en el feto 
humano se han encontrado células germinales en varios 
estadios meióticos, desde el tercer mes post-fertilización 
hacia adelante C7>. Antes o poco despues del nacimiento, 
todos tos ovocitos han alcanzado la etapa de diploteno y es 
en este momento cuando entran a un estadio quiesciente, 
punto en el que se forma un núcleo llamado veslcuta germinal 
C47>. Durante este periodo quiesciente, los nutrientes se 
almacenan en el ovoplasma (117>, el ovocito sintetiza 
activamente ácido ribonucleico <RNA>• C64> y la organización 

*'' En todas las ab1·eviatu1·as se utilizar~ la de1·iv~c1on de 
sus siglas en ingles.'' 



del nacleo del ovoclto an este periodo depende de la especie 
involucrada <162>. 

En los roedores, la cromatina est• distribuida 
uniformemente en el nucleoplasma, la cual cambia de la 
configuración de dlploteno al estadio de dlaqulnesl•; En 
otras especies, incluyendo los primate•, el nuc\eo mantiene 
las caracteristlcas del dlploteno. 

Los ovocltos qulesclente• frecuentemente contienen ta 
mayor1a de sus orsanelos: -Aparato de gol¡l, elementos del 
reticulo endoplAsmlco y mltocondrla1- concentrados en un 
~rea del citoplasma cercana al n6cleo, area denominada 
complejo nuclear, la cual tiene forma de media luna¡ el 
citoplasma periférico estA ocupado por polisoma•. Estos 
agregados paranucleares son muy prominentes en 109 ovocttos 
iniciales de los primates t7S> y menos numeroso9 en otras 
especies de mamlteros (82>. donde principalmente hay srandes 
complejos de gols1. 

La mayor parte de los ovocitos se conatituyen como 
foliculos pequenos que forman parte de la reserva de 
foliculos que se encuentran en reposo. Es por un proceso de 
seleccion todavia desconocido que algunos de estos toliculos 
en reposo lnlcian periódicamente su crecimiento, dicho 
desarrollo los llevará a la ovulación o a la atresia. 

El crecimiento folicular se lnicla cuando el ovoclto 
empieza a crecer y el nQmero de células de la capa aranulosa 
se multiplica. Por otro lado, el crecimiento de la 
población folicular parece ser un fenómeno continuo que se 
lnicla desde las primeras semanas de vida, de manera que al 
momento de la primera ovulaclOn el ovario contiene, no 
solamente, el o los foliculos que liberaran a la c•lula 
¡erminal, sino también una población fija de tollculos en 
crecimiento sanos o atrésicos y otra población de toltculoa 
que se encuentran en las etapas iniciales de crecimiento. 

1.2.- CRECIMIENTO FOLICULAR <ll>. 
1.2.A.- FACTORES HORMONALES. 

Los ciclos reproductivos de las hembras en los 
mamiferos se establecen en el momento de la pubertad, los 
factores involucrados en su aparición no han •ido 
completamente entendidos, pero se cree que la clclicidad es 
el resultado de la interacción de varios mecanismos nauro
endócrinos, algunos de los cuales se desarrollan totalmente 
dentro del m1smo organo, mientras que otros se establecen en 
relación con otros órganos de \a economia. Cuando la 
interacción de estos diferentes mecanismo• es adecuada, el 
crecimiento folicular finaliza con \a llberaclón de uno o 
varios ovocltos, el nOmero de avocitos liberados •• 
caracter1stico de cada especie. 

La clcllcidad de los fenómenos que participan en la 
regulación de la ovulación espont~nea ocurre en la mayoria 
de los mam1teros, resultado de la interdependencia entre el 
ovario, la hipóf lsis y el sistema nervioso central, como 
agentes reguladores de estos mecanismos. 

4 



La hipófisis libera do• gonadotroplnas involucradas en 
la activación del ovario, la Hormona Estimulante del 
foliculo (FSH> y la Hormona Lutainlzante CLH>, estas 
hormonas e•timulan el crecimiento y La división de las 
célula• de los fol1culos las cuales son productoras 
principales de estrógeno&. Conforme los follculos aumentan 
de tamano las concentraciones plasmática• de estrO¡enos 
aumentan <135> y estimulan la liberación hipoflsiaria de un 
"pico" de secreción de LH, provocando la ovulación y 
posteriormente la luteinización del fol lculo. Después de 
este suceso se forma un cuerpo lüteo el cual segrega 
principalmente progesterona. 

La FSH se secreta durante el ciclo astral y facilita la 
producción folicular de estrógenos <69>, tiene poco etecto 
directo sobre la síntesis de esteroides <87>. Sin embargo la 
acción inicial de la LH es incrementar ta conversión de 
algunos precursores asteroides a progesterona (4). Plunkett 
y colaboradores <123>, han postulado que las Prostaglandinas 
<PGs> juegan un papel importante como mediadoras de ciertas 
funciones de ta LH. 

1.2.B.-OESARROLLD FOLICULAR. 
El desarrollo folicular ocurre en oleadas como 

consecuencia de la ciclicidad endocrinotógica en la hembra. 
Las gonadotropinas no son necesarias para el desarrollo 
folicular inicial, puesto que los fol1culos crecen en este 
estadio aún después de la hlpofisectomia <161>. En la etapa 
temprana de foliculo primordial, el ovocito estA rodeado por 
células epiteliales planas, durante el crecimiento folicular 
estas célolas llegan a ser cfibicas y proliferan. Conforme 
los foliculos continúan su crecimiento, las células 
foliculares secretan un liquido el cual se acumula formando 
un antro folicular (96>. Contarme el follculo crece, las 
células estromales ovAricas se diterenclan para formar una 
teca externa y una teca interna, mientras qua las células 
foliculares previas forman el estrato granuloso. 
La teca interna esta altamente vascularizada, formada por 
células secretoras de estró¡enos, y está limitada en su lado 
externo por fibras de la teca externa y en su lado interno 
por una membrana basal que la separa del estrato granuloso. 
Ninguna vena sangu1nea penetra esta membrana basal, por lo 
que el ovocito y las células que lo rodean no reciben apoyo 
circulatorio directo. Conforme el crecimiento folicular 
continua, el foliculo y el antro folicular llegan a ser tan 
grandes que forman una protuberancia en la superficie del 
ovario, en este estadio el foliculo se llama fol1.culo de De 
Graff. Después del "pico" de secreción di LH, las células 
foliculares, en ta vecindad del ovocito, son separadas de la 
pared folicular <71> y estan altamente dispersa• <161>, 
mientras que el ovocito flota libre en al antro folicular 
con su corona radiada y su cumulus oophurus. 

5 



follculo M.i~celu1.u 

C~pol~ 

""""" 

il!ltntici~I 

fohculo 
¡lrlkico 

Diagrama del ovario que muestra el desarrollo 
secuencial de un foliculo y la tormación del cuerpo 16teo. 
En el recuadro situado arriba a la derecha sa observa una 
imagen aumentada del corte de la pared de un fol1culo 
maduro. 

1.2.C.- RELACION ENTRE EL OVOCITO Y EL FOLIC~LO. 
Los ovocitos también crecen durante los e•tadlos 

tempranos del desarrollo folicular, su crecimiento aa 
completa cuando las capas foliculares son de 20 a 30 célula• 
(18). Inicialmente los agregados paranucleares astan 
dispersos en el ovoplasma t101l, mientras que el ovocito 
posee escaso rettculo endopl.\smico l70>, el que usualmente 
esta asociado con la s1ntesis de proteinas. 

Los 11pldos y las proteinas de la mayor parte del 
ovoplasma se depositan en el ovocito durante la ·tase de 
crecimiento. En el ovocito del hAmster, alrededor de la• 
c•lulas de la corona, existen elementos fostol1p1dicos que 
parecen estar relacionados con su apariencia (761, 
considerandolos como la fuente de nutrientes ovop\asmico•• 

Existe un mucopolisacárido que cubre la zona pel6clda y 
que se deposita alrededor del ovoclto. el espacio que lo 
separa de las células tol1culares ea ancho. La zona 
pelOcida se cree está formada por células foliculares <27>, 
en los ovocitos con cierto desarrollo y zona pelücida 
incompleta, en el vitelio cerca de la substancia zonal, no 
se observa ninguna especializacion local, sin embargo, la 
células foliculares en esta reglón son mayores que en otra9 
áreas, lo que su presencia hace suponer una actividad 
metabólica aumentada.· 

Gilula y colaboradores <65>; Hoor y colaboradores 
<105>, observaron que el acoplamiento metabólico entre la• 

6 



células del cumulus oophurus y el ovocito tiene su máxima 
actividad antes de\ "pico" de secreción de gonadotropinas, 
lo que los llevo a plantear la si¡uiente hipótesis; "La 
reanudación de la meiosis se produce como resultado de la 
ruptura del acoplamiento funcional entre estas células y 
posiblemente es provocada por la hormona ovulatoria LH." No 
obstante, la secuencia temporal de lo• cambios inducidos 
sobre la maduración meiótica, por acción de la LH, no parece 
apoyar esta hipótesis. En efecto, según demostraron Moer y 
colaboradores l105>, la ruptura de la Vesicula Germinal 
CGVBD>, precede al desensamble de las uniones comunicantes 
entre el ovocito y las células del cumulus oophurus y por 
tanto es anterior a la disminución del fenómeno de 
acoplamiento metabólico, estos hallazgos fueron comprobados 
por la observación de que la FSH es capaz de suprimir el 
acoplamiento metabólico sin inducir la reanudación de la 
meiosis <106>. 

1.3.- MADURACION DE LOS OVOCITOS Clll>. 
Cambios nucleares durante la maduración. 

Thomson (150), reportó que los ovocitos humanos 
completan las dos divisiones meióticas dentro de sus 
fol iculos antes de ser libera.dos. Por otro lado, Hin&elman 
(86>, no identificó algún estadio intermedio en el proceso 
de maduración cuando examinó alrededor de 100 ovocitos y 
concluyó que la maduración continua después de la ovulación. 

Actualmente sabemos que, mientras los cambios 
ovoplásmicos ocurren durante la fase de desarrollo 
folicular, el nCicleo del ovocito mantiene el estadio de 
vesicula germinal, la división meiótica prosigue solamente 
después de que se ha estimulado por la LH. La etapa del 
desarrollo folicular, la división maduracional, se realiza 
en ausencia de centriolos (162> ya que esto• no están 
presentes en los ovocltoe de los mamlferos. 

Durante la maduración del ovocito aumenta el número de 
granules corticales periféricos y de cuerpos 
multivesiculares (102>, lo que indica la actividad del 
ovoplasma, mientras que el aparato de Gol¡l está pobremente 
desarrollado y hay poco reticulo endoplásmlco l23>. 

La interrelación entre las gónadas, el sistema nervioso 
central y la hipófisis, propiciaron inicialmente el análisi• 
exclusivo de las fases finales del crecimiento y maduración 
folicular, enfocando los estudios casi totalmente al 
fenomeno de la ovulación y dejando a un lado uno de los 
fenómenos claves de la reproducción en la hembra: el 
crecimiento folicular; asl como la explicación de muchos de 
los fenómenos del crecimiento y la maduración foliculares 
desde el punto de vista bioqulmico. 



BIOQUJHICA DE LA HADURACION FOLICULAR. 

2.1 FACTOR JNHIBJDOR DE LA HADURACION DEL OVOCITO !OHll. 

Pincus y Enzman <122>, demostraron que los ovocitos de 
la coneja separados de su ambiente folicular •on capaces de 
madurar cuando se colocan in vitre en un medio adecuado aün 
desprovisto de hormonas, esta observaclOn ha sido confirmada 
y eKtendida a otras especies de mam1feros <13>. La 
maduración espontánea de los ovocltos aislados indujo a 
Plncus y Enzman a sugerir que las células foliculares 
"producen un compuesto o compuestos capaces de inhibir 
directamente la maduración nuclear del ovoclto". Chane 
C25>, fue el primero en demostrar la presencia, en el 
liquido folicular, de un factor lnhlbidor de la maduración 
espontánea de los ovocitoe de coneja. 

La presencia de células de la capa granulosa también 
inhibe la maduracion de los ovocilo9, este efecto depende 
estrictamente del número de células aMadidas. Tsafriri y 
Channing <155>, demostraron que las células de la capa 
granulosa producen dicho inhibidor de la maduración del 
ovocito (QHl>, también encontraron que las células de la 
capa granulosa obtenidas de foliculos intermedios o pequenos 
son más activas que tas obtenidas de toliculos grandes y que 
el efecto inhibidor de las ceJulas de la capa granulosa 
puede ser revertido al agregar LH al medio de cultivo 
( 153, 78>. 

Recientemente se ha caracterizada parcialmente el OMI 
<24> y han establecido ~153,151> un sistema de bioensayo 
para su demostración, donde una unidad del OHI es la 
cantidad necesaria para bloquear la ruptura de la vesicula 
germinal en el SO % de los ovocitos. Estos hallazgos 
parecen indicar que el OMI es un péptido de peso molecular 
menor de 2000 daltons secretado al liquido folicular por las 
células de la capa granulosa. 

2.2 EL AHP-CICLICO. 
Se sabe t90> que tanto la LH como las PGs estimulan la 

adenilciclasa e incrementan las concentraciones foliculares 
de Adenos1n-Honofostato-C1cl ice <AMPc). El AMPc a 
concentraciones de 10- 3 H tienen efecto inhibitorio en la 
maduración del ovocito <85>. La adición de AMPc al medio de 
cultivo de foliculos de ratones inhibe el etecto inductivo 
de la LH sobre la maduración del ovocito, el etecto 
inhibitorio del AHPc, también se ha observado en ovocitos de 
ratón y rata sin cumulus oophurus (28,981, por lo tanto, es 
probable que la inhibición de la maduración de los ovocitos 
encerrados en el foltculo, causada por el AHPc, se deba a su 
acción directa. · 

Una hipótesis atractiva, es que las uniones 
comunicantes permitan el paso del AMPc de las célula• 
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foliculares al ovocito inhibiendo su maduración <36>. 
Adem~s, se ha postulado que la meiosis se reinicia al 
interrumpir la transferencia directa de AMPc al ovocito por 
el efecto que tienen las ¡onadotropinas sobre las unionea 
comunicantes <36,37>. Sin embargo, la reducción del 
acoplamiento intercelular producido por la LH no parece ser 
el disparador para el reinicio de la meiosis, ya que la 
iniciación de la maduración precede a la terminacion de la 
comunicación inducida por LH <106,50>. 

Para explicar la inhibición de la meiosis, en el raton, 
se ha sugerido que el incremento de las concentraciones del 
AMPc en las células del cumulus ooehurus activa, en estas, 
la sintesis de un inhibidor que posteriormente es trasmitido 
al ovocito por medio de las uniones comunicantes, 
suprimiendo la producción de la GVBO C51,62>. 

2.3 OTROS AGENTES. 
Los estudios del OHl han servido de base para la 

búsqueda de otros compuestos que funcionen como factores 
inhibidores de la maduración del ovocito. En 1976 Gwatkin y 
Anderson, describieron un péptido de unos 10,000 daltones 
capaz da interferir con La acción activadora de la LH sobre 
la maduración del ovocito. En 1984 se seNaló la presencia 
de un nuevo péplido más grande que el OHI pero más pequeno 
que el factor encontrado por Gwatkin y Anderson y con mayor 
capácidad para inhibir la maduración del ovocito <130), este 
compuesto fue llamado factor preventivo de la maduración del 
ovocito COMPFl, su funcionamiento parece estar relacionado 
con la presencia de ciertos glicosamin-glicanos tGAGs> 
presentes en el fol1culo 1 particularmente la heparina y el 
heparan sulfato C130>. 

En afecto, mientras que ninguno de los glicosamin
glicanos utilizados a concentraciones altas C500 µg/ml> 
parecen tener efecto sobre el proceso de maduración 
folicular 1 la heparina y el heparan sulfato en 
concentraciones muy paquenas son capaces de impedir 
completamente el funcionamiento inhibidor del OMPF <131>, lo 
que sugiere que la presencia constante de estos GAGs en el 
ambiente folicular podr1a ser necesaria para modificar la 
actividad de los factores inhibidores de la maduración. A 
este respecto. debe recordarse que los GAGs pueden modificar 
la acción de las gonadotropinas e intervenir con su f ijacion 
a las células de la capa granulosa <113> y bloquear la 
activación de la adenilato ciclasa inducida por la LH (129). 

Por otra parte 1 Downs y colaboradores (44) y Eppig y 
colaboradores C52>, sugirieron que las purinas son capaces 
de ejercer control efectivo sobre la reanudación de la 
meiosis, en particular, estos grupos de investigadores 
set'lalaron la presencia de altas concentraciones da 
hipoxantina en el liquido folicular y su capAcidad para 
mantener al ovocito detenido en meiosis, posiblemente 
actuando de manera concertada con el AMPc. La •pltcación 
intraparitoneal de inhibidores de la atntesis de novo de 
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purinas, como la aza&erina, as1 como inhibidores de la 
Deshidrogenasa del Monofostato de Jnosina <JMP> -ácido 
micofenólico y bredinina- provocan la ruptura de la veslcula 
germinal en ratonas prepüberes estimuladas oon Gonadotropina 
del Suero de la Yegua Prenada, <PHSG> C45). Por el 
contrario, los inhibidores de la adenilo succinato sintetaaa 
<Hadacidina y di-Alanosina> no tuvieron efecto inhibitorio 
alguno, esto hace suponer que la conversión de IHP a 
derivados da la guanina o de la xantina deberla estar 
involucrada en la acción inhibitoria de la hipoxantina sobre 
la maduración in vitre del ovocito <52). 

Downs y colaboradores <44), encontraron que la 
guanosina es el inhibidor más activo de la maduración 
tolicular y proponen que los derivados de la guanina 
producidos dentro del foltculo por ta lHP-deshidrogenasa 
desempanan un papel fundamental en el mantenimiento de la 
detención de la meiosis, sin embargo, la ~anera como 
participa la hipoxantina en este proceso no se ha 
determinado con precisión. 

En los últimos aNos se ha considerado la participación 
de los tostollpidos ováricos en la regulación de la 
esteroidogenesis mitocondrial de las células foliculares. 
Farese y Sabir t60>, demostraron que la adición de 
glicerollpidos tostorilados estimulan la sintesis de 
pregnenolona por el ovario, estas observaciones fueron 
comprobadas posteriormente por Tanaka y Straus <146>, 
quienes encontraron que la adición de cardiolipina estimula 
la slntesis de progesterona a partir de colesterol, 
probablemente por la activación de la colesterol-desmolasa 
mitocondrial, mAs especificadamente, I• adición da 
fosfoinositidos a homogeneizado& de tejido luteal e•timula 
la esteroidogénesis (128>. Estos resultados se 
correlacionan con la propuesta de que varios tejidos 
responden a la estimulaclón hormon~l especifica asi como a 
otros estimulas reguladores del metabolismo con una 
modificación del recambio del tosfatidil-inositol y de sus 
derivados fostorilado~ <10,63>. La participación de un 
mecanismo semejante durante la maduracion folicular se ha 
apoyado recientemente por el hallazgo de que la LH estimula 
la sintesis y el recambio de los fosfoinositidos en loa 
foliculos aislados de los ovarios de la cerda. (40). 

2,4 METABOLISMO ENERGETICO. 
La maduración espontánea de los ovocitos aislados de 

rata se acampana de un incremento gradual en el consumo de 
oxigeno, este incremento no ocurre sino hasta que el ovocito 
alcanza la CGVBO) <97,98). Hillensjo y colaboradores <63>; 
Dekel y colabor•dores <35>, observaron que, después de la 
estimutación con LH , la velocidad de consumo de oxi¡eno en 
el complejo ovoctto-foliculo decrece durante la maduración 
del ovocito. Una gran proporción de la actividad 
respiratoria en el complejo se debe a la respiración de la• 
celulas que rodean al ovoclto <83,97,14), lo cual es 
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importante para darse cuenta que el aumento en el consumo de 
oxigeno en el ovocito queda enmascarado por la disminución 
en el consumo de las células que lo rodean. Sin embargo, 
estudios más recientes demuestran que el aumento •n el 
consumo de oxigeno por el ovocito no es un requisito para 
que la maduracion nuclear ocurra normalmente <99>. 

Experimentos realizados utilizando foliculos de 
mamif eros estimulados con LH, muestran un incremento en el 
consumo de glucosa y en la producción de ácido l~ctico 

(112,64,152>, sin embargo, Zeilmarker y Verhamme (166>, 
midieron la concentración de lactato dentro del fol1culo y 
no encontraron cambios significativos durante et proceso de 
maduracion. En otro trabajo <152>, se discute que el 
incremento en la producción da ácido láctico por los 
fol iculos, estimulados con LH, no es necesaria para que 
ocurra la maduración del ovocito; ya que la supresión del 
consumo de glucosa con yodo-acetato y la producción del 
ácido láctico no inhible la maduración del ovocito. Estos 
datos parecen indicar que el efecto e5timulatorio de la LH 
no está relacionado con el aumento en la actividad 
gl icol itica del fol iculo. 

Zeilmaker y Verhamme (165>, sugirieron que puesto que 
la disponibilidad de oxigeno es limitada en el foltculo, el 
lactato más quo el piruvato puede ser la mayor fuente de 
energia disponible para el ovocito dentro del fol1culo, 
también han sugerido qua la lncapácidad de los ovocitos 
libres para consumir lactato puede deberse a la falta de 
Dinucleótido de Nicotinamida Adenina <NAO> endogeno, el cual 
es necesario para convertir el lactato a piruvato por la 
activa e ion de la deshidrogenasa láctica < L.DH). Es tas 
sugerencias se basan en las observaciones de que la adición 
de CNAD> causa la maduración de los ovocitos libres en un 
medio que contenga lactato como única fuente de energia 
( 139, 164, 15). 

No hay duda que la maduración del ovocito es un proceso 
que requiere consumo de energla, sin embargo, no existe un 
acuerdo completo sobre los mecanismos fundamentales de ta 
regulación del metabolismo energético de loa ovocitos 
durante la maduración. 

La mayorla de lo9 investigadores opinan que la GVBD no 
se da bajo condiciones de inhibición del metabolismo 
aeróbico (165,77>, ya sea por la falta de oxigeno o por la 
presencia de inhibidores respiratorios como el cianuro de 
potasio (19>. 

Schultz y Lambert (132>, observaron que la maduración 
de los ovocitos involucra una disminución de las 
concentraciones de AHP, ATP y un aumento de ADP, lo que 
indica una utilización masiva de nutrientes por la célula, 
esto sugiere, que el incremento en el consumo da oxigeno que 
se observa después de la GVBD debe ser interpretado como un 
indicador del aumento en la fosforilación oxidativa, con lo 
que se restablece la concentración de ATP que se utilizo 
durante la GVBD. 
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La maduración del ovocito es uno de los procesos que 
requiere mayor cantidad de energia para la sintesis de 
proteina&. El punto máximo en una 1rAfica de consu•o de 
ox~1eno en los ovocitos, coincide con el momento en el que 
se observa la mayor incorporacion de aminoácidos en la• 
proteinas del ovocito l19>. Cuando la maduración del 
ovocito se estudia en condiciones anaeróbicas se observa una 
reducción substancial de las concentraciones de Bintesi• de 
protetna& l137>. 

2.5 SINTESIS DE PROTEINAS. 
Un fenómeno general en todos los mamiferos es el 

incremento notable de la sintesis de proteinas en el ovocito 
durante la maduración, la cual se ha estudiado en espacies 
como el ratón C66,133,134>, la carda llOO> y la oveja <155>, 
donde el aumento de la sintesis de proteinaa es notable 
sobre todo después de que ocurre la GVBO. En la ovejas 
estos cambios ocurren antes del GVBD, lo que permite inferir 
que la sintesls proteica es un requisito para la progresión 
de la maduracion. Sin embargo, Smith y Ecker l137> y Ecker 
y Smith t46), mostraron que el mantener a los ovocitos en 
condiciones anaerObicas no detiene su maduración a pesar de 
que hay una reduccion substancial en la velocidad de 
sintesis de protelnas, Baltus y colaboradores l6) 1 

utilizando inhlbidores especificos, también obtuvieron 
evidencias similares. 

Schultz y Uasserman l133), sugieren que la inhibiciOn 
de la stntesis de protetnas durante las primeras cinco horas 
de la maduracion en los ovocitos de ratón, estadio de 
cromosoma circular bivalente, no afecta la maduraclOn 1 pero 
si afecta la inhibicion durante las poaterioras cinco horas. 
En el estadio de meta.tase 1, se previene cualquier progreso 
de la misma. Por tanto, parecen existir cierta& proteinaa 
que son sintetizadas durante fases especificas de la 
maduracion y son indispensables para que los paso• 
subsecuentes del procoso se realicen normalmente. 

Crosby y colaboradores l31), estudiaron el papel que 
des empanan las relaciones intercelulares, dentro del 
follculo, para regular o mantener la maduración del ovocito, 
particularmente desde el punto de vigta de la stntesl• de 
protelnas. La velocidad de transporte de aminoacido• a 
traves de la membrana del ovocito aumenta considerablemente 
durante la maduración l104). Este fenómeno también se 
induce por la supresión de las celulas foliculares, aún 
cuando las c~lulas del cumulus oophurus se manten¡an 
intactas. Estos resultados hacen pensar que las célul•• 
foliculares re¡ulan o inhiben el transporte de sustrato• a 
través de las conexiones del complejo cumulus oophurus
ovocito en el toliculo completo y que su acción inhibitoria 
puede ser suprimida por las gonadotrQpinas. Sin embarco, 
debe tenerse en cuen'ta que el cumulus oophuru• pose• un 
efecto regulador sobre est~ función del ovocito, ya que lo• 



ovocltos aislados no tienen un mecanismo de transporte de 
aminoAcldos estable <31). 

Los resultados de Crosby y colaboradores <31>, muestran 
que no sólo las células del cumulus oophurus participan en 
la determinación del patrón de proteinas sintetizado por al 
ovocito, sino que las células restantes del follculo también 
participan: en primer lugar, algunos ovocitos envueltos en 
su cúmulo son capaces da sintetizar prote1nas sin estimulo 
hormonal, lo que hace suponer que las células del cumulus 
oophurus por si solas no son capaces de inhibir por cÓmpleto 
la s1ntesis de proteinas del ovocitoi en segundo luear, lo• 
cambios inducidos en este parámetro por el tratamiento con 
LH de complejos cumulus oophurus-ovocito son similares pero 
no idénticos a los encontrados en los follculos enteros. 

2.6 SINTESIS DEL ACIDO RIBONUCLEICO <RNA>. 
En el ovocito en crecimiento, la s1ntesis de RNA es muy 

activa y disminuye drásticamente una vez que el ovocito 
adquiere su mayor tamano y se inicia ta formación del antro 
(107>. En este momento, el nucléolo del ovocito, 
originalmente de estructura finamente granular y vacuolada, 
se hace compacto y agranular C32, 109>. Estas modificaciones 
morfológicas y funcionales son requeridas para la 
adquisición de la capacidad meiótica del ovocito, pero no 
ocurren en todas las especies al mismo tiempo. En el ratón 
ocurre cuando el ovocito se hace plurilaminar (29>; en el 
cerdo ocurre en los foliculos antrales C32>; en el humano se 
realiza soto en los toliculos antrales grandes l149> 

Crozet y colaboradores <32>, postularon que la atta 
velocidad de síntesis de Acido Ribonucleico heteronuclear 
ChnRNA> y Acido Ribonuc1e1co ribosomal trRNA> que 
desarrollan los fo11cu1os en el momento de formación del 
antro as necesaria para acumular la información requerida 
para la realización adecuada de la primera division 
meiótica. Es posible que la incapacidad para reanudar la 
maduración meiOtica se daba a la ausencia de suficiente 
Acido Ribonucleico mensajero <mRNA> que codifique la 
sintesis de tas protelnas que se requieran <109>. 

Algunos autores sugieren que el efecto de la& 
gonadotropinas en la inducción de la maduraciOn del ovocito 
puede involucrar la sintesis de RNA, pero sólo bajo ciertas 
condiciones fisiológicas, ya que la mayorla de los 
inhibidores de la &lntesis de RNA carecen de efecto sobre la 
maduración cuando los ovocitos están dentro del follculo. 
En ovocitos libres en metafase l o en estadio de cromosoma 
bivalente circular los inhibidores mencionados son capaces 
de evitar la maduración l66>. 
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2.7 SINTESIS DEL ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO <DNA>. 
Aparentemente no se requiere de slntesls d• DNA durante 

el proceso de maduración. Existen evidencias en anfibio• 
que settalan una posible slntesls de ONA en el cltopla••• 
probableeente de origen mltocondrlal. 

ENZIMAS LISOSOHALES. 
3.1 ANTECEDENTES. 

En la década de los cincuentas el estudio de las 
enzimas hldrolltlcas entro en una nueva tase cuando de Ouve 
y colaboradores sugirieron que la tosfatasa Aclda y algunas 
otras enzimas estaban contenidas dentro de las partlculas 
subcelulares llamadas tlsosomas, las cuales no se activan 
hasta que la membrana es perturbada t33>. Bltensky, L. 
l16>, suglrlo que los asteroides pueden estar involucrados 
en la modificación de la permeabilidad de la aembrana 
llsosomal. Existe evidencia que los cambios an las 
concentraciones de fosfatasa ácida estAn relacionados con 
cambios en las concentraciones de hormonas asteroides 
circulantes. La tostatasa ácida se detectó en el ovario y 
tejido tolicular de varias especies de mam1feroe, esta se 
forma en \as células de la capa granulosa y su actividad 
aumenta cuando los foliculos sufren atresia <74,121>. 
También existe evidencia, que durante el cambio en la 
actividad esteroidagénlca ovárica, la LH regula la sintesis 
de enzimas proteollticas en la superficie epitelial de 
foliculos preovulatorios; se sabe que dichas enzimas est~n 
involucradas en la desintegración de la pared apical del 
tol1culo <57>. 

Cajander y Bjerslng <22>, mostraron, en la coneja, una 
acumulaclon máxima de lisosomas en el epitelio apical de 
foliculos preovulatorlos 8 horas despu•s de una dosis 
ovulatoria de Gonadotropina Coriónlca Humana (hCG>, los 
llsosomas desaparecen durante la ultima hora antes de la 
ruptura folicular y su contenido se libera extracelularmente 
(17,22>. 

Se reporto que. antes de la ovulación, las fibras de 
colágeno intercelulares disminuyen marcadamente y que al 
mismo tiempo los gr~nulos semejantes a tos lisosoaas 
aumentan en los fibroblastos de la túnica albuglnea y en 1&9 
células de la teca externa en la pared folicular <118>. 
Tambien demostraron que la actividad enzimática 
colagenolitica lisosomal aumenta en la pared apical cerca 
del momento de la ovulación (63>. 

La fosfatasa ácida esta involucrada en la degradación 
del foliculo apical, antes de la inminente ovulación, y 
puede ser indicativa de un ovootto maduro <89>, ¡eneralm•nte 
está localizada en los lisosomas y aparato de Gol¡i (58,63>. 
Narimoto y colaboradores <111>, demostraron que esta enzi•a 
está en todos los ti~os de células de la pared tollcular, •u 
actividad es más intensa en la túnica albugtnea y células de 
la teca antes de la ovulación, además de que no solaaente 
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está localizada en los lisosomas y el aparato de Gol¡i de 
las células de la teca, sino también en la estructura 
multivesicular presente en los fibroblastos tecales de este 
tejido, 

Durante el ciclo astral, los ór¡anos reproductivos 
requieren hidrolasas lisosomales para ase¡urar la 
degradación intracelular de macromoléculas que acampanan la 
ovulación, proliferación y regresión endometrial, las 
proteinas y enzimas lisosomales si¡uen los cambios que sufre 
el ütero con relación al peso y secreción uterina, por lo 
que el incremento en las enzimas y prote1nas puede ser 
unicamente debido al incremento en paso uterino t124>. En 
el 6tero y endométrio del borrego, la fosfatasa ~cida, la 
fosfatasa alcalina y la 8-¡lucuronldasa disminuyen después 
de la ovulación (163>, estas actividades aumentan en la fase 
de metaestro y diestro de mamlferos con 4 dias de cic1o 
astral C88.136>, en la fase secretoria del Otero humano 
(160,81>, en el periodo de preimplantación del ratón C110> y 
después del tratamiento con proKesterona en el hamster (79>. 

En hAmsters hembras adultas que tienen ciclo astral 
normal, la administración de 30 UI de PMSG provoca 
superovulaclón, donde muchos de estos ovocitos pueden ser 
fertilizados (67>. La PHSG y la hCG aumentan las hidrolasas 
lisosomales en los ovarios de la rata l39,141>, asi, el 
efecto de la PMSG y hCG sobre la ovulación, capacitación y 
fertilización es mediada via ovario y probablemente por 
acción de las hidrolasas tisosomales, en terminas 
bioquimicos cada cambio se acampana de sintesis da protelnas 
y en particular de la acción de algunas enzimas espec1flcas 
(159, 116, 147, 120, 16:3>. Puesto que la ovulación es 
independiente del aumento de la presion lntrafollcular <53, 
125>, varios investigadores han relacionado una enzima 
colagenolitica para el mecanismo de liberación del ovocito 
del foliculo <54,55,56,91>. 

Por lo tanto, en la hipótesis del mecanismo enzima.tico 
para la ovulacion, parece lógico considerar el papel de los 
lisosomas en los procesos de crecimiento y maduración 
folicular. 

Los lisosomas se han relacionado con funciones 
importantes de la fisiologta ovArica. incluyendo crecimiento 
y desarrollo ovárico l39,48>, maduracion folicular y atresia 
(93,59, 156>, regresión del cuerpo lúteo <9,41, 136l y 
ovulación <21,106>. Se ha demostrado que la LH y la hCG 
promueven la labilización de las enzimas lisosomales en 
relación a los valores basales <145,39,119>, produciendose 
un retrazo en el aumento del número de 1 isosomas (48l e 
hidrolasas celulares totales <38>. También son relacionados 
con el metabolismo de hormonas asteroides t.48,49>, en 
algunos aspectos de la acción gonadotróf ica incluyendo 
crecimiento y desarrrollo ovárico C39,48) y ruptura 
folicular l22>. 
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3.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS ENZIMAS EN ESTUDIO. 

La fosfatasa aclda t 3.1.3.2 > tiene un pH óptl•o en la 
re¡lOn de 5.3 a 5.6 para muchos substratos, la hldrólisi• de 
la fosfocollna de calcio tiene un pH Optimo de 6.5. El 
punto lsoeléctrlco es de pH ~ 4,A, 

Catallza la ruptura hidrolltica de esteres toafórlcos a 
pH ácido. 

La N-acetll-8-D-glucosamlnldasa < 3.2.1.30 es 
completamente estable si se almacena a O•C por varios meses, 
no pierda actividad, aün cuando se halla con¡etado y 
descongelado o liofilizado. Se puede mantener a 37 •e por 
24 horas a pH de 4,6 o 7.1 •in perdida de su actividad, pero 
no a pH mayores. Dos formas de la enzima son detectables 
por electrotoresis en gel de pollacrllamlda y enfoque 
lsoeléctrico. La banda mayor tiene un peso molecular de 
118,000 daltones y la banda menor un peso molecular de 
158,000 daltones. La primera enzima tiene un punto 
isoeléctrlco de 6.45 y la última de 6.86. La preparación 
pura tiene actividad especifica tan alta como la reportada 
más activa incluyendo la enzima de harina de frijol. 

Actua en la degradación de productos del Acldo 
hialurOnico cortando los residuos terminales N-acetil-a-o
glucosaminldos no reducibles. 

La aril-sulfatasa < 3.t.6.1.> pura migra como una sola 
banda sobre geles de poliacrilamida a pH = 8.9 y 2.9, tiene 
un peso molecular aproximado de 110,000 ·daltones. La 
composición de aminoácidos no revela alguna caracteristica 
inusual, excepto por el alto contenido de prolina, el pH 
óptimo de la enzima es de A.75. 

Es capaz de hidrolizar ciertos esteres sulfúricos 
organices y se estudia por la determinación de uno de sus 
productos de hidrolisis liberado: ácido sulfúrico o la parte 
orgánica 

ASPECTOS IMPORTANTES DEL MATERIAL BIOLOGICO. 

4.1 tNTERACCtON OE FACTORES AMBIENTALES 
En las zonas tropicales de México y América Central, 

tanto las cabras como las ovejas ovulan todo el aMo, se sabe 
que la altitud tiene influencia directa sobre la ovulación y 
que la temperatura juega un papel preponderante en 
interacción con la altitud, de ahi que existe una relación 
estrecha de estos factores ambientales, 

~os factores favorables que intervienen para la 
presentac10n del celo en otono son: dias coi"tos 1 desecenso 
de temperatura y modificaciOn de la luz, asi como camb1o en 
el estado de vegetacion, del verde fresco al seco, también 
influyen en la prese'ntaci6n del celo: la raza, el clima -la 
estación de lluvias esta intimamente ligado a los periodos 
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sexuales- latitud, estado de salud y sistema de explotación, 
asi como la caracterlstica individual. 

4.Z CARACTERISTICAS OEL CICLO ESTRAL DE LA CABRA. 
El ciclo estraJ de la cabra consta de 5 fa•es: 

proastro, estro, mataestro, diestro y anestro ( 1 l. 

al.- Proestro. 
En esta tase los fol1cuJos ost~n en crecimiento, con un 

diametro promedio de 0.5-2.0 mm. Las concentraciones 
plasm~ticas de FSH son altas respecto a ta fase de diestro 
mientras que los estrógenos son bajas. Hay en¡rosamiento de 
la pared vaginal y aumento en la vascularización de la 
mucosa uterina, por otro lado, la vulva y la vagina se 
congestionan. La duración de Ja fasa es de entre 30-60 
horas y no hay signos exteriores de cambios, con excepción 
de los cambios vaginales iniciales con producción de 
mucosidad clara. 

b>. - Estro. 
Durante esta fase se efectOa la maduracion y ruptura de 

tos foliculos de De Graff. Las concentraciones plasmáticas 
de estrOgenos aumentan. Las cabras presentan los 
manifestaciones del celo que las impulsa a realizar el acto 
del coito, ya que manifiestan y aceptan al macho. Esta fase 
del ciclo tiene una duración de entre 30-60 horas. Puede 
tener una variación de 2-3 dias con un promedio de Z.5 dias. 
El útero se prepara para recibir al óvulo y al 
espermatozoide. 

c>.- Metaestro. 
En esta tase se lleva a cabo el crecimiento del cuerpo 

lfiteo el cual produce progesterona en altas concentraciones 
lo que evita la formación de otros fol1culos. Hay 
descamación del epitelio vaginal con alguna destrucción del 
endometrio. Es la etapa en el cual se lleva a cabo Ja 
implantación del óvulo fecundado y nutrición de este durante 
la primera mitad de la preffoz, se efectúa el desar1·ol lo de 
la glandula mamaria. La imagen vaginal microscópica esta 
caracterizada por la presencia de algunos timpanos que 
restan de la tase anterior asi como células epiteliales 
nucleadas abundantes y gran profusión de leucocitos. 

d>.- Diestro. 
Es la etapa mAs larga del ciclo astral, en esta fase el 

cuerpo lúteo se encuentra maduro y produce altas cantidades 
de progesterona. Hay crecimiento rápido y persistente de las 
glandulas y mucosas uterinas, seguido de su involución. Se 
llevan a cabo cambios marcados en el útero para la 
implantaciOn del huevo con producción de "leche uterina muy 
densa". Si se presenta la prenez esta etapa persiste a lo 
largo de la gestación, si no la hay se presenta una 
involución gradual del cuerpo lüteo y la hipófisis produce 
FSH repitiendose una vez más el ciclo. La imagen vaginal 

1/ 



microscópica muestra una gran cantidad de leucocito9, 
abundante muclna y escasa cantidad de células epiteliales. 

e).- Anaestro. 
Es la fase de inactividad del ovario, de todo el 

aparato reproductor femenino y quietud f lsiolO¡ica para 
todos los órganos reproductivos, la cual dura hasta la 
si¡uiente estación reproductiva de entre 5-6 meses. En este 
estadio, en el ovario, faltan por completo fol lculos en vi¡¡ 
de maduración asi como cuerpos lúteos. 

Los lisosomas participan en algunos aspectos del 
crecimiento y desarrollo ovárico (39,46) y ruptura folicular 
<22>. La LH y la hCG, en común con otras hor•onas 
peptidicas, astan en parte internalizadas en su célula 
blanco donde &e acumulan en los lisosomas. Este mecanismo 
contribuye a la degradación del complejo Hormona-Receptor y 
a la regulación de la acción hormonal (146>. 

Para entender mejor algunos de los cambios bioqulmicos 
bAsicos que acompanan a la maduración folicular, 
consideramos importante correlacionar la presencia y 
cantidad de estas actividades -libres y unidas de alsunas 
enzimas lisosomales en los diferentes compartimentos que 
constituye el follculo en crecimiento- con el proceso de 
maduración folicular 

HlPOTESlS DE TRABAJO. 

La presencia y concentración de las enzimas lisosomales 
libres o unidas están relacionadas con el mecanismo d• 
libreración del ovocito del tol1culo y juesan un papal 
regulador en los procesos de crecimiento y maduración 
folicular. 

OBJETIVO. 

Cuantificar las actividades de las tres enzimas 
ltsosomales: Fosfatasa ácida. N-acetit-a-D-glucosaminidasa y 
aril-sulfatasa, por métodos fluorormétricos, con ayuda de la 
4-metil-umbeliferona, durant• la maduración folicular de la 
cabra en toliculos sanos. 
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KATERIAL Y KETDDOS. 

B. l OBTENCION DEL HATER!AL BIOLOGICO. 

Se obtuvieron ovarios de cabra criollas, adultas, no 
gestante9, del rastro de ttllpa Alta, D. F., procedentes de 
explotacloneg con empadre continuo <época en que hay cruza 
de animales y condlclones de manejo muy similares>. La 
zona caprina se encuentra ubicada en e\ Munlclplo de San 
Luis Acatlán, Guerrerro ~ 1s• AS' LS y 98• 45' LO, con clima 
tropical semlhúmedo y lluvias en verano <AY 1>, altitud de 
375 m ts.n.m.>, temperatura de 26 •e y preclpltaclOn media 
de 976 mm. 

Con base en estudios previamente realizados por 
Avendano y colaboradores (1964> con animales de esta zona, 
la época en la que los animales presentan su mejor momento 
reproductivo, en términos de lncldencla de estros y t~sa 

ovulatoria, eg el que comprende los meses de Septiembre a 
Diciembre, por tal motivo, las muestras se obtuvieron en 
este per lodo. 

Las muestras 
despues de la 
transportadas al 
4 •e, -El tiempo 

se obtuvieron aproximadamente 15 minutos 
evisceraolón de los animales, fueron 
laboratorio en soluciOn salina al 0.15 M a 

da transporte nunca excedió de 60 minutos-. 

B.2 SEPARACION Y CLASIFICAC!ON DE LOS FOLICULDS. 

Los toltculos antrale9 se disecaron y separaron por su 
tamano y diámetro en tres grupos: menores de 3 mm, entre 3 
y 6 mm y mayores de 6 mm, esto se realizó utilizando una 
resla con escala graduada con intervalos de 1 mm. 

Puesto que los follculos menores de 3 mm generalmente 
son sanos l68), se usaron sin caracterl.zaclón adicional. 
Los toliculos entre 3 y 6 mm y mayores de 6 mm, se disecaron 
cuidadosamente para dejarlos libres da tejido estromal y se 
estudiarlos individualmente bajo un microscopio 
estereoscópico lMa¡nitlcaciOn X 120> y clasificarlos de 
acuerdo a su grado de atresia siguiendo el método de Moor y 
colaboradores ll03) y modificado para cabras por Rosales y 
colaboradores (127>. Los toltculos ut111zados para este 
estudio tueron los qua e•taban sanos y que mostraban las 
siguientes caracteristicasi aparienc1a br111ante, 
transluc1da y unltorme, va9cular1.zac16n extensa y una capa 
de célulag de granulosas regular. 

B.3 OBTENCION DE LOS DIFERENTES COHPARTIHENTOS. 

Los 11quidos de todos los toliculos se colectaron por 
punc1ón oon una aguja oal1bre 22. Se tuvo precaución para 
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evitar la contaminación del liquido folicular con san¡re, no 
obstante, se cuantificó la hemoglobina por el •étodo de la 
benzidina, de tal manera que lo& l lquidos foliculares con 
m~• de 25 µg de heraoglobina por mi se consideraron 
contaminados y no se incluyeron en el estudio (127>. El 
liquido se colecto en forma individual en tubos pequenos de 
polietileno para centrifuga mantenidos en hielo, se 
centrifugaron a 3500g por 10 minutos para aeparar las 
células de la capa granulosa, el l lquido sobrenadante se 
recentrifugó a 12000¡. por 20 minutos. El precipitado de la 
primera centrlfugaciOn se resuspendló en sacarosa 0.25 H 
<4•C> -aju•tada a un pH de 7.4 por la adición de pequeftas 
cantidades de trietanolamlna-, se recentrlfu¡ó a 3500g por 
10 minutos y el precipitado de células de la capa ¡ranulosa 
libre de liquido folicular se homogeneizó con sacarosa. 0.25 
H C4•C) en un homogeneizador Potter-Elvehjem CVidrio-Teflón) 
fijo a un motor eléctrico. 

El saco folicular vacio se lavó con sacarosa 0.25 M 
C4•C) para eliminar la& células de la capa granulosa 
restantes del tejido fibroso y se homogeneizó en 1 mi de la 
solución de sacarosa fria 0.25 M, se consideró a este tejido 
homo¡eneizado reprentativo del tejido tecal total. 

Los homogeneizados se centrifugaron a 35,000g por 30 
minutos a (4•C> en una centrifuga refrigerada Sorval 1 IEC B-
204, el sobrenadante se recentrifugó en la misma forma. 
Este último sobrenadante se consideró q~e contenta la 
actividad de enzimas lisosomalas libres ó recién salidas de 
los lisosomas labilizados del citoplasma del tejido 
original. El precipitado se resuspendió e~ amortigu~dor d• 
acetatos 0.1 M pH = 4.5 que contenia 0.1 % da bromuro de 
cetil-trimetilamonio CCTAB>, se rehomogeneizó é incubó 30 
minutos a temperatura ambiente <Ver Esquema de Trabajo). 
E&te procedimiento produce rompimiento y solubilizaclón 
parcial de la membrana lisosomal <95>, lo que libera las 
actividades Lisosomales internas y unidas a la membrana de 
las enzimas lisosomales <126), <Reactivos en apendice). 

8.4 PROCEDIMIENTOS ANALITICOS. 

B.4.1 CUANTIFICACION DE PROTEINAS. 
La concentración de PROTElNAS se midió por el m6todo 

de Lowry y ca 1 aboradores < 94 > 1 mod i f 1 cado por 1 a 
incorporación del tartrato de sodio y potasio a la solución 
alcalina. Las determinacione• se reali:aron en liquido 
folicular, homoseneizados de paquete y saco folicular, 
usando albúmina sérica bovina como estándar, CRaaativo• y 
preparaciOn en apendice). 

Método: 
Se uti 1 izaron . a 1 tcuotas de 10-50 µl da 1 tquido 

folicular a intervalos de 10µ1 para determinar el votuaen 
apropiado par~ medir la concentración de protainas, para loa 
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homogeneizados de paquete y saca folicular se u•aron 
alicuotas de 50 µl. 

Para realizar la determinación de proteina& en el 
liquido folicular, tu• necesario diluir la muestra 20 veces 
dada su alta concentración. Las muestras se llevaron a 0.4 
mi con agua destilada y posteriormente se agregaron 2.0 mi 
de la solución 3, se dejaron reposar 10 minutos y se les 
agregó 100 µ1 de la soluciOn 4, después de 20 minutos de 
reposo a temperatura ambiente, las mezclas de reacción se 
leyeron en un espectrofotómetro Coleman Jr. a 550 nm. 

8.4.2 CUANTIFICACION DE HEMOGLOBINA. 
La HEMOGLOBINA, en el liquido folicular, se cuantificó 

por el método de la benzidina (30> para evaluar el grado de 
infiltración sangulnea, (Reactivos y preparación en 
apendice). 

Método: 
Se tomaron al1cuotas de 20 µ1 de liquido folicular y se 

llevaron a 50 µl con agua destilada, posteriormente se les 
agregó 100 µl de benzidina al 1 ~ en ácido acético al 90 • 
más 100 µ1 de H2 0a al 1", después de mezclar el contenido de 
lo& tubaa se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 
20 minutos, al término de este tiempo se les agrego 1 mi de 
acido acético al 10 " volviendose a mezclar, se dejaron en 
reposo a temperatura ambiente 10 minutos y se procedió a 
leer las mezclas en un espectrofotOmetro Coleman Jr. a 515 
nm. 

8.4.3 CUANTIFICACION DE LAS ACTIVIDADES EN21MATICAS. 
Las Actividades EnzimAticas se midieron 

fluorométricamente siguiendo la metodologla descrita por 
Rosado y col., C126), por la liberación enzimática de un 
derivado especlfico de la 4-metil-umbeliferona. El sustrato 
se libera bajo la influencia de la enzima lisosomal 
apropiada, la actividad de las enzimas l isosomales 1 ibera 
4-metil-umbeliferona, la cual produce una fluorescencia 
intensa con un punto máximo de emisión a 448 nm cuando se ha 
excitado 3 360 nm en un medio alcalino <pH a 9.51. 

Fosfatasa Acida. <E.C.3.1.3.2. >. 

Método: 
20 µl de cada una de las tracciones se incubaron con 

100 µ1 de 4-metil-umbeliferil-fostato S mH CSigma H 8883> y 
500 µ1 de amortiguador de acetatos 100 mM, pH = 4.8 por 30 
minutos a 37•C, las reaccionas se detienen con 2.380 ml de 
amortiguador glicina-NaOH 1.0 H, pH = 10.S y la 4-metil
umbeliferona liberada se midió fluorométricaMente. 
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N-Acetl\-~-D-G\ucosaglnldasa(E.C.3.2.l.3.0.l. 

He todo: 
20 µl de cada una de las fracciones se incubaron con 

100 µl de 4-metil-umbe\iferil-N-a-D-glucosaminldo S mH 
tSl¡ma H 2133> y sao µl de amortiguador de citratos 100 mH 
pH = S.O por 30 minutos a 37•c. las reacciones se detienen 
con 2.380 mi de amortiguador gllcina-NaOH 1.0 H, pH = 10.5 
y la A-metll-umbellterona liberada se midió 
tluorométrlcamente. 

Ar l l -Su l ta tasa. (E. C. 3. 1. 6, 1. > , 

Método: 
De 40-60 µI de cada una de las tracciones se incubaron 

con 100 µl de 4-metil-umbeliferll-sulfato S mH CSlgma H 
7133> y 500 µI de amortiguador de acetatos 100 mH pH = 4.8 
por 60 minutos a 37•C, las reacciones se detienen con 2.340-
2.360 mi de amortiguador gllclna-NaOH 1.0 H, pH = 10.s y la 
4-metil-umbellferona liberada ge midiO tluorométrlcamente. 

Para la cuantificacion de la 4-metil-umbeliferona se 
hizo un blanco gustituyendo la enzima con sacarosa 0,2S H. 
La curva de calibración <ver Curva "C" en apendlce>, se 
realizo a partir de una solución de 4-metl\-umbellterona (1 
µH>, se tomaron alicuotas de SO a 300 µ\/sistema, se procesó 
y se leyO en las mismas condiciones que los problemas. Para 
asegurar la linearidad cinetlca todas las condiconea se 
estudiaron previamente y todas las reacciones se corrieron 
por duplicado usando dos diferentes cantidades de soluciones 
enzimaticas. Todos los casos en los euales la duplicación 
no se observó se repitieron bajo condiciones adecuadas. Las 
mediciones se realizaron en un Espectratluorómetro Per~ln
Elmer HPF-3. 

B.4.4 ANAL\515 E5TADl5TICO. 
El an~llsis estadtstico se realizó con ayuda de la 

prueba t de Student para muestras no apareadas comparadas 
con el tamano previo y con un nivel de significancia por lo 
menos de (p < 0.01 ) para las enzimas en el liquido 
folicular y un nivel de slgniflcancia de tP <O.OS> para el 
resto de las cuantificaciones. 
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RESULTADOS, 

9.1 ENZIMAS LISOSOMALES Y PROTEINAS EN EL LIQUIDO F~LICULAR. 
La actividad especifica promedio de las tres 

enzimas li&osomales en al liquido folicular sano disminuyó 
conforme aumentó el tamano del foliculo <Tabla l;Fig. 1>. 
Esta disminución fue lineal en el caso de la fosfatasa áclda 
(r = 0.98>, mientras que en la aril-&ulfala•a y la N-acetil
a-D-glucosaminidasa la actividad especifica disminuyó 
principalmente durante la fase inicial del crecimiento. La 
actividad especlfica de la fosfatasa ácida y la N-acetil-a
D-glucosaminidasa fueron casi semejantes, mientras que la 
actividad de la aril-sulfatasa fue casi diez veces menor. 

La concentración de proteinas, en el 1 lquido folicular 
sano, aumentó conforme aumentó el tamano del fol lculo, 
aunque éste comportamiento no B9 significativo tFlg. 2>. 

9.Z ENZIMAS LISOSOMALES Y PROTEINAS EN LAS CELULAS DE LA 
CAPA GRANULOSA. 

La actividad especlfica promedio da las fracciones 
libre y unida de la fosfatasa ácida en las células de la 
capa granulosa en follculos sanos disminuyo linealmente 
conforme aumentó el tamano del fol1culo <r = 0.97; r = 0.96> 
respectivamente <Tabla 3;Fig. 3>. La actividad especifica 
unida fue oasi dos veces mayor que la actividad especifica 
libre. 

La actividad especltica promedio de la tracción libre 
de la N-acetil-a-D-glucosaminidasa en las células de la capa 
granulosa en los follculos sanos disminuyó conforme aumentó 
el tamano del foltculo tr e 0.99>. En la fracción unida la 
disminución fue drástica para los foliculos ente 3-6mm CFig. 
4) 

La actividad especifica promedio de la aril-sulfatasa 
en la fracción libre de las células de la capa granulosa de 
los fol1culos sanos no mostro cambios significativos, 
mientras que en la fracción unida la actividad especlf ica 
aumentó conforme aumento el tamano del follculo mostrando 
cambios significativos con una linealidad de lr 0.97> 
<F! g, Sl • 

No se observo ninguna diferencia significativa en la 
concent raci on de pr ote i naa, en todos los tamanos estudia dos, 
en las células de la capa granulosa de toltculos sanos lFig. 
6). 

9.3 ENZIMAS LISOSOMALES Y PROTEINAS EN LAS CELULAS DE LA 
TECA. 

La actividad especifica libre promedio de la fosfatasa 
ácida en las células de la teca de follculos sanos aumentó 
conforme aumentó el tamano del fol iculo Cr 0.96> Se 
observo una diferencia significativa en los foltcutos entre 
3-6 mm, mientras que la actividad especifica unida promedio 
disminuyó drasticamente en los foliculos mayores de 3 mm y 
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después aumentó en Jos follcuJ05 mayores de 6 ••en 1- que 
se observó una diferencia significativa tFi¡. 7> 
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La actividad especifica promedio de las fracciones 
libre y unida de la N~acetil-a-o-elucosa~inidasa en las 
célu1as de la teca de fo1tculos sanos mayores de 3 ma 
disminuyó drasticam.ente en las dos fracciones. En los 
foltculos mAs grandes la actividad de la enzima aumentó 
<Flg. 8l. 

La actividad especifica promedio de la fracción libre 
de la aril-sultatasa en las células de la teca de los 
foltculos sanos aumentó de manera significativa en los 
foliculo& mayores de 6 mm, mientras que la actividad 
especifica en la fracciOn unida en los foliculos menores de 
3 mm fue menor y aumentó de manera significativa en los 
fol tculos mayores lFig. 9). 

No se observo ninguna diferencia significativa en la 
concentración de proteinas, en todos los ta~anos estudiados, 
en las células de la capa grdnulosa de foltculos sanos CFig. 
10). 

9.4 OBSERVACIONES EN GENERAL. 
La concantraciOn de protelnas en las células de la teca 

(tanto en la fracción libre como en la fraccidn unida> 
tiende a ser mayor, aunque no do manera signitlcativa, 
cuando se comparó can las cetulas de la capa granulosa. 

La concentración de proteinas de las tracciones unidas, 
tanto an las células de la capa granulosa como en las 
células de la teca. siempre fueron menores que las 
fracciones libres. <Tabla 2>. 

En la. tabla 3 se muestra el resumen de los datos 
obtenidos. 

Se puede observar que las actividades especificas da la 
fosfatasa ~eida y de la N-acatil-a-D-glucosamintdasa son 
mayores en las cel1Jlas de la taca que en las células de la 
capa granulosa. En las células de 1a. capa granulosa 
fraccion libre, estas actividades disminuyan conforme 
aumenta el tamarlo del fol iculo. En la. fosfatasa ácida 
fracción unida, se observa un cambio significativo en los 
foltculos mayores da 6 mm, mientras que en la N-acetit-a-o 
gtucosaminldasa se observa un drastico cambio en los 
foltculos ent~e 3-6 mm. En las celulas de la teca disminuye 
la actividad en los fottculos entre 3-6 mm y aumenta en los 
foltculos ma:,·ores a este intervalo, con excepción de la 
fasfatasa ~cida fracción libre, la cual aumenta conforme 
aumenta en tamano del foliculo. 

La concentraciOn de la arit-sultatasa en la fracción 
libre de las ct::olulas de la teca fua mayo:r que la 
concentración de la fraccion libre de las celulas de la capa 
granulosa, par otro lado, la concentración de la aril
sulfatasa fue casi 6 veces mayor en la fracción unida de las 
celu\as de la capa granulosa cuando se comparó con la 
fracclon unida de la~ celulas de la teca. 

El comportamiento de la aril-sulfatasa es totalmente 
diferente a la otras enzimas, ya que prácticamente esta 



ausente en las célula& de la teca, aumenta m~• de dos veces 
en de las c61ulas de la capa granulosa fracción unida 
conforme aumenta el tamafto del foliculo. La actividad en 
las células de la capa granulosa fracción libre fue 
prácticamente cero, con actividad 10 veces menor que la 
actividad de la fracción unida. Ninguna modificación 
importante de ~sta actividad enzimática se observó en las 
células de la teca. 

La actividad especlf ica promedio de la fosfatasa acida 
y la N-acetil-a-D-glucosaminidasa en las fracciones libre y 
unida de las células de la capa granulosa disminuyó conforme 
aumentó el tamaMo del folículo, asta disminuoiOn fue lineal 
en el caso de la fosfata&a ácida fracción libre y unida la 
N-acetil-a-D-glucosaminidasa fracción libre, mientras que la 
N-acetit-a-D-glucosaminidasa fracción unida disminuyo 
principalmente durante la fase inicial del crecimiento 
folicular. 

En general, la actividad específica de la fosfatasa 
~cida, tanto libre como unida, en tos dos tipos celulares, 
fue menor que la actividad especifica de la N-acetil-a-o
gtucosaminidasa. 
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TABLA 1.- HEDIA Y E.E.M. DE LA ACTIVIDAD PARCIAL DE TRES 
ENZIMAS LISOSOMALES EN EL LIQUIDO FOLICULAR DE FOLICULOS DE 

CABRA DURANTE SU MADURACION. 

Tamaffo 
del 

toliculo 
mm. 

< 3 
3-6 
> 6 

< 3 
3-6 
> 6 

< 3 
3-6 
> 6 

LIQUIDO FOLICULAR 

µg/mg de proteina/hora 
de A-metil-umbellterona 

FOSFATASA ACIDA. 

4.6 • 0.7 
2.B + 0.3 
1.9+0.1 

r =- 0.98 
EEM=3.97 

N-ACETIL-a-D-GLUCOSAMINIDASA. 

5.6 + 0.9 
1.6 • 0.3 
1.3 + 0.4 

r = O. 90 
EEM=15B.4 

ARIL-SULFATASA. 

0.66 + 0.1 
0.33 + 0.1 
0.25. 0.1 

r =: 0.94 
EE11=10.2 

r = coeficiente de correlación. 
EEM = Error estandar. 

<P < 0.01> comparado con el tamaMo previo C Prueba t de 
Student para muestras no apareadas>. 
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TABLA 2.- tlEDIA y E.E.ti. DE l..A CONCENTRACION DE PROTEINAS EN 
1..05 DIFERENTES COtlPARTltlENTOS DE 1..05 FOl..ICUl..05 DE l..A CABRA 

DURANTE su tlADURACION. 

COtlPARTltlENTO FRACCION CONCENTRAC 1 ON mg/ml 

Células de la Libre 4.73 + 1.15 
capa granulosa 

Unida 2.54 + 0.64 

> 3 mm. Células de Libre 6. 11 + 1. 79 
la teca 

Unida 2.94 + 0.48 

Liquido 
folicular 63.0 + 12.54 

Células de la l..lbre 3.98 + 1.66 
capa granulosa 

Unida 2.69 + 1.67 

3-6 mm. Células de Libre 5.24 + 1. 3 
la teca 

Unida 3.34 + 1. 05 

Liquido 
folicular 69.1 + 15.80 

Células de la Libre 4.47 + 1. 58 
capa granulosa 

Unida 2.36 + 0.59 

> 6 mm. Células de Libre 5.78 + 1. 38 
la teca 

Unida 2.70 + 0.45 

l..1quldo 74.35 + 12.74 
fol lcular 



TABLA 3,-COMPARTAMENTALIZACION, MEDIA Y E.E.M. DE LA 
ACTIVIDAD PARCIAL DE TRES ENZIMAS LISOSOHALES EN LOS 

FOLICULOS DE LA CABRA DURANTE SU HADURACION, 

Ta mano 
del 

toliculo 
mm 

Células de la capa 
¡ranulosa 

LIBRE UNIDA 

FOSFATASA ACIDA. 

Células de la teca. 

LIBRE UNIDA 

< 3 
3-6 
> 6 

9.B + 1.3 
6.6 + o. 5 lf 

5.4 + 0.6 • 

18,6 + 5.5 
1s.a + o.a 
9.4+1.S• 

r = o. 98 
EEM=66.9 

25.8 • 3.3 
36.2 + 6.0 • 
39.8 + 4.0 

46.9 + 3.3 
19.0 + 2.0 • 
32.1 + 2.3. 

< 3 
3-6 
> 6 

< 3 
3-6 
> 6 

r = 

r O. 97 
EEH=l6.3 

r 0.96 
EEM•l3.0 

N-ACETIL-a-D-GLUCOSAMINIOASA. 

19. 7 + 3.5 51. 5 . 17 106 . 7.0 
13.7 + 0.7 . 12.0 t 2.3 . 33. 1 t 4,0 
8,4 • 1. 1 . 11. 7 + 3.0 42.8 + s.p 

r 0.99 r = 0.87 r = o.so 
EEM=2.B EEH=160.0 EEH=33.4 

ARIL-SULFATASA. 

o.se + o. 1 6.0 t 0.5 1.5 • Q.4 
0.74 + o .1 12.0 + 0.3 . 1. 3 + 0.2 
0.62 + o. 1 14,3 . 0.7 . 2.2 + 0.2 

r 0.24 r . 0.97 r 0.74 
EEH=l 1. 4 EEM= 1. 6 EEM=43.3 

coeficiente de corre lacion. 
EEM = Error estandar. 

. . 

. 

r 0.53 
EEM=126.5 

120 . 26 
22 • 5.6 
53 + 4.5 

r 0.67 
EEH=52.6 

1.0 • 0.2 
2.3 • 0.6 . 
1. 9 + 0.3 

r 0.22 
EEH=191.0 

• . 

<P < O.OS> comparado con el tamaNo previo { Prueba t de 
Student para muestras no apareadas). 
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Enzimas lisosomales en el 
liquido folicular 

7 
/><Jllvldad: µg/mg protaina/hr. 

6 

5 

--- --·-·-- - -·-* ---------------·----

3 

2 

o 
•3 3~ >6 

Tamano oe1 101rou~ en mm. 

- FOSFATASA - GLUCOSAMINIDASA CJ ARILSULFATASA 

Figura 1.- Cambios en la actividad especifica de las 
enzimas l isosomale9, en el liquido folicular sano, durante 
la fase inicial del crecimiento folicular. Los valores 
representan el valor promedio + OS de cuando menos cuatro 
experimentos. 
* = <p < 0.01> comparado con el tamano previo <Prueba "t" da 
Student para muestras no apareadas>. 
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Proteinas en el lkluido folicular 

< 3 3-6 > 6 
Tamano del folbtlo ... ,,.... 

Figura 2.- Cambios en la concentración proteinica, en 
el liquida folicular sano, durante la tase inicial del 
crecimiento folicular. Los valores representan el promedio 
t OS de cuando menos cuatro experimentos. 
• = lp < 0.05) comparado con el tamaMo prevto <Prueba "t" de 
Student para muestras no apareadas). 



Actividad específica parcial 
en células de la capa granulosa. 

26 rAc_t1v_i_d_ed_:~µg-/_mg_p_r_o_1e_1n_e_l_h_r _______________ _, 

FOSFATA~ ACIDA 
20 ----· ------------ --·--·----- -·--· 

16 ----··-···----- ---------

(¡i 
10 - ----*------- ' 

* 
ó 

( 3 3-6 ) 6 

- ACTIVIDAD LIBRE 
ACTIVID'\O LISOSOMAL LIBRE Y UNID'\ 

( 3 3-6 • ) 6 
~ del folfcuSo en mm. 

- ACTIVIDAD UNIDA 

Figura 3. - Cambios de la. fosfatasa ácida en las 
células de la capa granulosa de fol1culos sanos durante la 
fase inicial del crecimiento folicular. Los valorea 
representan el promedio OS de cuando menos cuatro 
experimentos. 
• = Cp < O.OS> comparado con el tamano previo cPrueba "t" de 
Student para muestras no apareadas). 
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Actividad específica parcial 
en células de la capa granulosa 

60 
Actividad: )JQlmg proteina/hr 

e 3 

- ACTIVIDAD LIBRE 

ACTIVIDAD LISOSOMAL LIBRE Y UNIDA 

* 

( 3 3-6 ) 6 
TlmlllO del IOIÍCUIO on .... 

- ACTIVIDAD UNIDA 

Figura 4.- Cambios de la N-acetil-a-o-gtuco9aminidasa 
en las células de la capa granulosa de follculos sanos 
durante la fase inicial del crecimiento folicular. Lo• 
valoras representan el promedio ~ OS de cuando menos cuatro 
experimentos. 

• = Cp < 0.05) comparado con el tamano previo <Prueba "t" 
de Student para muestras no apareadas>. 



Actividad específica parcial 
en células de la capa granulosa 

20 
Actividad: µg/rng prolelna/hr 

• 
ARU..-SULFATASA 

( 3 3-6 > 6 

- ACTIVIDAD UBRE 
ACTIVICWl LISOSOMAL LIBRE Y UNIOI\ 

( 3 3-6 > 6 
'!\mano del IOlfculo on onm. 

M ACTIVIDAD UNIDA 

Figura s.- Cambios de la aril-sulfatasa en las calulas 
de la capa granulosa de follculos sanos durante la fase 
inicial del crecimiento folicular. Los valores representan 
el promedio + OS de cuando menos cuatro experimentos. 
• = (p < O.OS> comparado con el tamano previo <Prueba "t" de 
Student para muestras no apareadas>. 

33 



Proteínas en la capa granulosa 

6 
Concenlracion: rng/ml 

ó 

3 

( 3 3-6 ) 6 ( 3 3-6 ) 6 
1'amano del IOIÍOUIO on NI. 

- UBRE - UNIDA 

Figura 6.- Cambios en 1a concentración proteinica libre 
y unida en las ce1ulas de la capa granulosa de foliculos 
sanos durante la fase inicial del crecimiento folicular. 
Los valores representan el promedio + OS de cuando menos 
cuatro experimentos. 
• = lp < O.OS> comparado con el tamano previo (Prueba "t" de 
Student para muestras no apareadas>. 
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Actividad específica parcial 
en células de la teca 

60 rAo_tl_vl_d_ad_:~µg-/mg-'--P_ro_l_el_na_l_h_r~-------------~ 

50 

____ FOSFATASA ACIM 

40 -------

30 

20 

( 3 3-6 > 6 

- ACTIVIDAD LIBRE 

ACTIVIO-.D LISOSOMAL UNJO-. Y LIBRE 

" 
---·---· 

< s 3-e 'e 
Tamano del to&íou'° en mm. 

- ACTIVIDAD UNIDA 

Figura. 7. - Cambio& de la fcsfatasa ácida en las 
células de la teca de foltculcs sano& durante la fase 
inicial del crecimiento folicular. Los valores representan 
el promedio + OS de cuando menos cuatro eKperimentos. 
* = (p < 0.05> comparado con el tamano previo (Prueba ttt" de 
Student para muestras no apareadas>. 
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120 

100 

80 

60 

40 

20 

o 
< 3 

Actividad específica parcial 
en células de la teca 

3-6 > B ( 3 3-6 ) 6 
Tamano dol fOll'oulO ... -. 

- ACTIVIDAD LIBRE 

ACTIVl[W) USOSOMAL LIBRE Y UNIDA 

B ACTIVIDAD UNIOO. 

Figura e.- Cambios de la N-acetll-B-D-glucosamlnldasa 
en las celulas de la teca de foltculos sanos durante la fa&• 
inicial del crecimiento folicular. Los valores representan 
el promedio + OS de cuando menos cuatro experimentos. 
• = <p < O.OSJ comparado con el tamano previo <Prueba "t" de 
Student para muestras no apareadas>. 
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Actividad específica parcial 
en células de la teca 

2
_
5 

,__ ________ ._ARIL-SULFA~ 

2.0 >-----------

1.5 

1.0 

0.6 

o.o 
<3 3-B > B 

- ACTIVIDAD LIBRE 
ACTIVIDAD USOSOMAl LIBRE Y UNIDA 

< 3 3-B > B 
Tomono dol IOIÍCUlo en mtn. 

llJllll] t<CTIVIDAD UNIDA 

Figura 9.- Cambios de la aril-sultatasa en las células 
de la teca de folicuJos sanos durante la fase inicial del 
crecimiento folicular. Los valores representan el promedio 
+ OS de cuando menos cuatro experimentos. 
- = lp < O.OS> comparado con el tamano previo <Prueba "t" de 
Student para muestras no apareadas), 
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Proteinas en cékJlas de la teca 

B -------+-------------! 

2 

o 
( 3 3-6 ) 6 ( 3 3-6 ) 6 

1Ulano °"' IOIÍCUIO en 11111. 

- LIBRE fB UNIDA 

Figura 10.- Cambios en la concentración proteinica. 
libra y unida, en las células de la teca de fol1culos sanos 
durante la fase inicial del crecimiento folicular. Los 
valores representan el promedio + OS de cuando menos cuatro 
experimentos. 
• = lp ~ Q.05) comparado con el tamano previo lPrueba "t" de 
Studer.t para muestras no apareadas>. 



DISCUSION. 

El ovario de los mamiferos adultos es un sistema 
mortogenético altamente especializado, del cual algunas de 
sus unidades funcionales, los follculo• de De Graaf, se 
encuentran en diferentes estadios de citomórfosis. Al igual 
que en otros sistemas morfogeneticos el proceso de 
diferenciación en el ovario se acompatla del fenomeno de 
regresión o de degradación. Como han sugerido De Ouve y 
Wattiaux C34>, De Duve C33> y Novikoff C114>, algunos 
aspectos de la autólisis celular es mediada por la función 
de un grupo de estructuras subcelulares rodeadas de membrana 
ricas en hidrolasas ácidas denominadas lisosomas. 

En este trabajo se muestra los resultados obtenidos por 
la determinación de tres enzimas lisosomales durante la 
maduración folicular. 

Da lo& rasultados podemos observar que dos de las 
enzimas lísosomal&s, la fosfatasa acída y la N-acetit-a-o-
glucosaminidasa, están presentes en los diferentes 
compar\< .. ntos de los foliculos estudiados. Estas 
actividades son más intensas en las células de la teca que 
en las células de la capa granulosa, y en general, se 
observa un comportamiento similar durante el crecimiento y 
maduración folicular. Por el contrario, la aril-sulfatasa 
estuvo presente sólo en las células de la capa granulosa y 
su comportamiento es caracteristico durante el crecimiento 
folicular. 

El viejo concepto de los lisosomas como ~saco Suícida" 
(34), en el sentido de considerar al sistema lisosomal como 
un factor importante en los procesos patológicos que llevan 
inevítablemente a la muerte celular, por autólisis, ha 
evolucionado a un nuevo concepto completamente diferente, 
que une la función lisosomal con la regulación de algunos 
procesos importantes en la economia metabólica normal 
C42,146). Este cambio conceptual se debe principalmente a 
la reciente evidencia la cual muestra que los viejos 
conceptos 9ue índicaban la uniformidad de las particulas 
lisosomales y apuntaban hacia un proceso de todo o nada para 
la ruptura de la membrana lisosomal, y que finalmente 
llevaba a la liberacion explosiva de su contenido enzimático 
C34>, deben ser cambiados por dos nuevos conceptos, En 
primer lugar, ahora se sabe que la activación de la membrana 
lisosomal puede ir desde un vaciamiento lento de los 
lisosomas estructuralmente intactos, hasta un estallamiento 
drástico. Esta inestabilidad gradual de los lisosomas esta 
en función de la intensidad y calídad del est1mulo 
correspondiente <144), asi, la exposiciOn a estrógenos 
disminuye la estabilidad lisosomal en los órganos blanco. 
Se ha observado que el tratamíento previo con 
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dietile&tilbestrol o eslradiol in vitre aumenta la 
liberación de algunas enzimas lisosomales <ribonucleasa 11>, 
mientras que los tejidos no blanco, como son el pulmón y el 
rtnon, no respondieron al tratamiento hormonal <144), por lo 
qua nuestros resultados parecen estar da acuerdo con dicha 
hipótesis . 

En segundo lugar, hay ahora suficiente 
muestran la BKistencia de poblaciones 
funcionalmete diferentes (11,12,73>, los 
caracterizados por la heterogeneidad de 
enzim~tico (154J. 

evidencia que 
de 1 i soso•a• 
cuales es tan 
su contenido 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una 
heterogeneidad de lisosomas foliculares con respecto al 
contenido enzimático y a su distribución celular dentro d•I 
fol 1culo. Asi, la fosfatasa ácida estuvo 11as o menos 
distribuida uniformemente en los diferentes compartimento•, 
aunque esta actividad fue siempre mayor en las células de la 
teca. La actividad de la N-acetil-a-D-glucosominidasa tanto 
libre como unida fue mayor en las células de la teca de 
foliculos menores de 3 mm de diámetro, mientras que la aril
sulfatasa fue más activa en los foliculos mayores de 6 mm y 
se localizó preferentemente en la fracción correspondiente a 
los lisosomas de las células de la capa granulosa. 

Estudios de centrifugaciLJn diferencial y zonal muestran 
que et. tratamiento hormonal, en los ovario& de rata& 
inmaduras, produce una disminuciOn en los l isosomas ¡randas 
y lábiles y un aumento en los organelos ligeros que 
contienen hldrolasas ácidas <39). De estos resultados puede 
inferirse que el sistema lisosomal conti,ene componentes 
múltiples, los diferentes patrones de actividad de las 
enzimas lisosomales observados durante el crecimiento 
folicular, parecen confirmar ta presencia de varios 
componentes dentro del sistema lisosomal del ovarlo y más 
especifica.mente dentro de los diferentes compartimentos del 
foliculo caprino. 

Las altas actividades de la fosfatasa ácida se han 
asociado con fo11culos pequenos en vla de desarrollo (140>, 
disminuyendo conforme aumenta el ta.mana del foliculo 
C26,B0, 156>. Los receptores que astan unidos a los 
asteroides~ son proteinas fosforiladas <5,43) y la actividad 
de unión puede ser modificada por la acción de las 
fosfatasas ~cidas y alcalina. Entenmann y colaboradores 
(49>, han propuesto que la deshidrogenacion del estradiol a 
estrena puede ser activamente realizada por una 17-B
deshidrogenasa asociada con una subpoblaciOn de lisosomas, 
es posible que ta disminucion en la actividad total de la 
fosfatasa Acida y N-acetil-O-D-glucosaminidasa, durante la 
maduración folicular normal, en las células de la capa 
granulosa de los fo11cu1os en crecimiento refleje un 
incremento en la actividad de los receptores de asteroides 
en estas celulas. Esta posibilidad es reforzada por la 
disminución conjunta. en ta actividad libre e intralisosomal 
de éstas enzimas, la cual muestra la presencia de un 
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mecanismo activo de regulación en su distribución y stntesis 
intracelular . 

Estudios citoqu1micos en foltculos ov~ricos de la rata 
muestran la presencia de f o~fatasa Acida -en las células de 
la capa granulosa como en las células de la taca- en las 
ves1cula& den&as, grandes y escasas, y poco frecuente en el 
aparato de Golgi. 

Las células esteroidogénicas ,células de la teca, 
siempre contentan mayor actividad de fosfatasa •cida en el 
aparato de Gol si, con lo que puede proponerse que el sistema 
lisosomal ov~rico puede estar involucrado en algunos 
aspectos de la esteroidogOnesis. Es muy probable que los 
resultados obtenidos en este trabajo, sobre la actividad de 
la sulfatasa en los follculos ováricos de la cabra, apoyen 
é&ta hipótesis. Se puede especular que el sisitema 
lisosomal está involucrado en disponer a los sustratos 
accesibles para la sintesis de asteroides o en facilitar la 
secreción de los mismos. La primera de esas posibilidades 
se ha propuesto como un mecanismo esteroidogénico para la 
glandula adrenat. Szabo y colaboradores (143> 1 observaron 
que los patrones de distribución lisosomal en las células 
adrenales mostraban que esos organelos, disponiendo a los 
sustratos mas accesibles para la esteroidogenesis, se 
asociaban con las inclusiones lipidicas. 

~· •tacto del trata•l•nto gonadotrOfico sobre la 
distribución subcelular de las actividades de ataunas 
enzimas lisosomales en los ovarios de ratas inmaduras, ha 
demostrado que las actividades de fosfatasa ácida y 
catepsina aumentan significativamente 5 horas después de la 
administración de 20 UI de PHSG y 16 horas después del 
tratamiento adicional con 40 Ul de Gonadotropina Coriónica 
Humana thCG). La posibilidad de que las actividades de 
fosfatasa ácida y catepsina puedan ser importantes en la 
fisiolosla ovárica se apoya por las actividades especificas 
tan altas tactividad/mg de proteina> encontradas en el 
ovario, comparadas con las de otros tejidos (39>. 

Se ha demostrado que la LH y Ja hCG promueven la 
labilización aguda de los lisosomas ováricos con una marcada 
liberación de enzimas lisosomales cerca del valor basal 
C39 1 119,124>, as1 como un retrazo en el aumento retardado en 
el namero de lisosomas (48). Puesto que la actividad de la 
fosfatasa Acida y la N-acetit-a-o glucosaminidasa en la& 
células de la capa granulosa disminuyo con relación al 
crecimiento folicular, es posible que la LH y hCG actúen 
selectivamente sobra las células de la teca. En este caso, 
el periodo final del crecimiento folicular se acompana no 
solamente por un incremento en la actividad libre de ésta• 
enzimas, aino, tambi~n por un incremento en las actividades 
unidas y totales lo que muestra un incremento en el número 
de liso9omas que contienen éstas enzimas. El comportamiento 
de la aril-sulfatasa fue distinto y por lo tanto puede ser 
regulada por otro mecanismo. 
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CONCLUSIONES. 

Rahi y Srlvastava <124>, han propuesto la poslbllldad 
de que los incrementos en ta actividad de las hldrolasas 
~oldas del follcuJo ovarico pueden ser importantes en eJ 
proceso de la ovuiactón, en la capacitación y en la 
ferttllzaclón. Se ha postulado que la descomposición del 
tejido conecttvo en el aptce de Ja pared folicular. un 
prerrequistto esencial para la ruptura folicular, depende de 
la actividad hidrolittca <17,22>. Debe tomarse en cuenta 
que e•tos incrementos no s• observaron al meno• en Ja cabra: 
-nl en el liquido folicular, nl en las células de 1a capa 
granulosa-, pero podrtan retlejar principalmente un 
tncremento en las enzimas llsosomales de las células de la 
teca.. Sin embargo, no es claro •1 las enzimas lisosomales 
c:ontrtbuyen a esta degradación del tejido. Por lo tanto, su 
participacion en los procesos mencionados puede considerarse 
remota. 

Da nue9tros r~sultados puede concluirse que las 
enzimas lisosomales es tan presentes en todos los 
compartlmento9 y estadios da• creclmlento tolicular de la 
cabra adulta, que sus concentraciones varían de acuerdo al 
desarrollo tol lcuJa.r, y que los estadios finales del 
crec1•1ento tol1cular se acompaMaron de un aumento en el 
número de lisosomas en las células de Is teca, asl como por 
la liberación substancial de la actividad hldrolitica dentro 
d&l compartimento libre de estas células. Por lo tanto, 
parece razonable proponer que los l 1so9amas 1 en lo• 
ttbroblastos de la teca, pueden tener un papel importante en 
la degradacion del tejido conectivo en la pared folicular 
durante la ovulación. 
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APENDICE. 

12.l SOLUCIONES EMPLEADAS PARA 
HOMOGENEIZACION DE LOS OVARIOS. 

Reactivos: 
1.- Cloruro de sodio <0.15 H.>. 
2.- Sacarosa (0.25 H; pH = 7.4). 

EL TRANSPORTE 

3.- Amortiguador de acetatos <0.1 M; pH = 4.S>. 

Preparación de Reactivost 
1. - Cloruro de sodio <O. 15 H.>. 

y 

Disolver· e.a i de cloruro de sodio en agua destilada, afora.r 
a 1000 mi. 
2.- Sacarosa <0.25 H; pH = 7.4>. 
Disolver 21.39 g de sacarosa en 200 ml de agua destilada, 
ajustar el pH por la adición de pequenas cantidades de 
trietenolamina y aforar a 250 ml, 
3.- Amortiguador de acetatos t0.1 H pH = 4.5). 
Disolver 23.1 ml d~ ácido acético glacial en agua destilada, 
aforar a 100 ml (solución A>, disolver 3.28 g de acetato de 
•odio en 60 ml de agua destilada, aforar a 100 ml (solución 
B>. Tomar 30,0 ml de la solución A mas 20 ml de la solución 
B, e\ pH debe ser 4. S, si no, se debe ajustar con una 
soluciOn de hidróxido de sodio y finalmente aforar a 100 ml. 

12.2 PREPARACION DE REACTIVOS PARA LA CUANTIFICACION DE LOS 
DIFERENTES METABOLITOS 

Cuantificación de Proteinae; <94>. 
La cuantificación de proteinas, se basa en el complejo 

colorido formado por el cobre del reactivo de la solución 2 
con los enlaces peptidicos de las proteinas. La intensidad 
del color es proporcional al numero de enlaces pept1dicos 
presentes. 

Reactivos; 
1.- Carbonato de sodio l2.0 ">, tartrato de sodio y pota•io 
t0.02 "> en hidróxido de sodio al t0.1 N>. 
2.- Sulfato de cobre 5 H2 0 CO.S ~>. 
3.- Solución cupro-alcalina. tl:S1>. 
4.- Reactivo de Folin Ciocalteau tHarleco> (1:3>. 
s.- Albúmina sérica bovina. 

Preparación de Reactivos: 
1.- Carbonato de sodio l2.0 ,.,, tartrato de sodio y potasio 
t0.02 ,., en hidróxido de sodio a\ <.0.1 Nl. <Solución 1>. 
Disolver 600 mg de hidróxido de sodio en agua destilada 
<recten hervida para eliminar •l C0 2 que captó del medio 
ambiente>, aforar a 200 ml. Disolver 2.0 g da carbonato de 



potasio y 20 mg d• tartrato de &odio y potasio en hidró•ido 
de sodio 0.1 N y diluir a 100 mi. 
2. - Sulfato de cobre 5 H2 0 (0.5 ">· (Solución 2>. 
Disolver 250 mg de sulfato de cobre SH2 0 en agua destilada 
y diluir a 50 mi. 
3.- Solución cupro-alcalina 1:51 (Solución 3>. 
Mezclar 50 volumenes de la solución 1 con 1 voluaen de la 
solución 2. en el momento de usarse. 
4.- Reactivo de Folin Ciocalteau <Harleco>. C1:3). 
Disolver 1 volumen del reactivo de Folin con 2 volumenes de 
agua destilada en el momento de usarse. 
5.- Albdmina sérica bovina. 
Disolver 15 mg de albúmina sérica bovina con agua destilada 
y aforar a 5 mi, diluir 1:10 con agua destilada para obtener 
una concentracion de 300 µg/ml. 

Para la curva estandar se utilizó albQmina &érica 
bovina liofilizada (ver Curva "A"). El color obtenido de la 
reacción en asta m~todo sigue la ley de Lambert-Beer 
unicamente cuando la concentración proteica está en el rango 
de O a 100 µg/sitema, de&pues de ésta concentración pierde 
la linearidad y la recupera entre lo6 100 y 500 µg/sistema. 
Por este comportamiento y dado que los llmites de 
concentración manejados en la curva estandar fueron de 15 a 
90 µg/sistema, cuando las muestras problema mostraron una 
lectura mayor a la del último punto de la curva fué 
necesario repetir la cuantificación con una altcuota de 
menor volumen, igualmete, cuando la lectura tué menor a la 
del primer punto de la curva, se repitió el, experimento con 
una altcuota de mayor volumen. 

Cuantificacion de Hemoglobina:t30> 
Reactivos: 

1.- Benzidina (1 '" en ácido acético al <90 %>. 
2.- Peróxido de hidrógeno <1 ~J. 

3.- Acido acético {2.0 ~>. 
4.- Estandar de hemoglobina. <HYCEL>. 

Preparacion de Reactivos. 
1.- Benzidina <1 %) en .a.cido acetico al C90 '"· 
Aforar 9.02 mi de Acido acético glacial a 10 mi con agua 
destilada. Disolver 100 µg de benzidina con la solución 
anterior. 
2.- Peróxido de hidrógeno <1 %>. 
Aforar 29.94 mi de peróxido de hidrógeno t3.34 ~> a 100 mi 
con agua destilada. 
3.- Acido acético C2.0 %), 
Aforar 2.0 ml de ácido acético glacial a 100 mi con agua 
destilada. 
4.- Estandar 
contenían 800 
estandar se 
concantracion 

da hemoglobina. (Las ampolletas empleadas 
µg/ml de hemoglobina, para usarlas en la curva 

hizo una di lución 1 :40, por lo que la 
final fué de 20 µg/ml. >. 

44 



Para la curva estandar se tomarón alicuotaa de 10 hasta 
SO µl, <ver Curva B> las cuales equivalen a concentraciones 
de 200 a 1000 ng/slstema. 

Las actividades 
fluorormétrlcamente si¡ulendo 
Rosado y colaboradores <1261 

enzim.iticas 
la metodologla 

Cuantificación de tostatasa ácida. 

Reactivos: 
1.- 4-Hetil-umbellteril-foafato CS mH>. 

se midieron 
de ser 1 ta por 

2.- Amortiguador de acetatos <100 mH: pH = 4.81. 
3.- Amortiguador glicina-NaOH <1.0 H; pH 10.5). 

Preparación de Reactivos. 
1.- 4-Hetil-umbeliferil-fostato <S mH). 
Disolver 12.S mg de 4-metil-umbeliteril-fosfato en agua 
destilada y aforar a 10 mi. 
2.- Amortiguador de acetatos <100 mH; pH = 4.6). 
Disolver 23.1 ml de acido acético Glacial en a¡ua destilada, 
aforar a 100 mi lSolución 5), disolver 3.26 g de acetato de 
••dio en a¡ua destilada, aforar a 100 mi (Solución 6>. 
Tomar 20.0 mi de la solución 5 mA& 30.0 mi de la solución 6, 
el pH debe ser 4.8, &i no, &e debe ajustar con una solución 
de hidróxido de sodio y finalmente aforar a 100 mi. 
3.- Amortiguador glicina-NaOH ll.O M; pH = 10.5>. 
Disolver 3.0 g de glicina en 60 mi de agua destilada y 
aforar a 100 ml (Solución 3>, disolver 600 mg de hidróxido 
de sodio en 40 mi de agua destilada y aforar a 50 mi 
<Solucion 4>. Tomar 50 mi de la solución 3, adicionar 36.6 
mi de la solución 4, el pH debe estar próximo a 10.S, si no, 
se debe ajustar con una solución de hidróxido de sodio y 
finalmente aforar a 200 ml. 

Cuantificación de 4-Metil-umbeliferil-N-O-D-glucosaminidasa 

Reactivos: 
1.- 4-Metil-umbeliferil-N-a-o-glucosaminido <5 mH>. 
2.- Amortiguador de citratos (100 mH¡ pH = S.O>. 
3.- Amortiguador glicina-Na.OH <1.0 H: pH 2 10.S>. 

Preparación de Reactivos: 
1.- 4-Hetil-umbeliferil-N-S-D-glucosaminido <S mH>. 
Disolver 16.9 mg de 4-metil-umbeliferil-N-acetil-a-o
llucosaminido en agua destilada y aforar a 10 mi 
2.- Amortiguador de citratos <100 mM; pH = S.O>. 
Disolver 2.10 g de ácido citrico en 40 mi de agua destilada, 
aforar a SO mi <Solución 1). 1 disolver 5.88 gr de citrato de 
sodio en SO mi de agua destilada y aforar a 100 ml <Solución 
2>. Tomar 20.5 mi de la solución 1 mA• 29.S mi de la 
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1oluclón 2, el pH debe ser 5.0, si no, se d•be ajustar con 
una solución de hidróxido de sodio y f lnal~ente aforar a 100 
•l. 
3.- Amortlsuador sllclna-NaOH ti.OH; pH = 10.S>. 
Disolver 3.00 1 de glicina en 80 mi de agua destilada y 
aforar a 100 mi lSoluclón 3>, disolver 800 mg de hidróxido 
de sodio en 40 mi de agua destilada y atorar a SO mi 
<Solución 4>. Tomar 50 mi da la solución 3, adicionar 38.6 
ml de la solución 4, el pH debe estar próximo a 10.S, si no, 
se debe ajustar con una solución de hidróxido de sodio y 
finalmente aforar a 200 ml. 

Cuantlflcaclón de arll-sulfatasa. 

Reactivos: 
1.- 4-Hetll-umbeliferll-sulfato CS mM>. 
2.- Amortiguador de acetatos (100 mM; pH 4.8). 
3.- Amortiguador gllclna-NaOH.<1.0 H; pH s 10.S>. 

Preparaclon de Reactivos. 
1.- 4-Hetll-umbel1teril-sultato <S mM>. 
Dlsolver 14.7 mg de 4-met11-umbellferil-sultato en agua 
destilada, aforar a 10 ml. 
2.- Amortiguador de acetatog <100 mM; pH = 4.8>. 
Digolver 23.1 ml de ácido acético glacial en agua destilada, 
aforar a 100 ml (Solución S>, di9olver 3.28 g de acetato de 
sodio en agua destilada, aforar a 100 mi (Solución 6). 
Tomar 20 mi de la solución 5 mas 30.0 ml d~ la solución 6, 
el pH debe ser 4. 8, si no, se debe ajustar con una solución 
de hidróxido de sodio y tinalmente atorar a 100 ml. 
3.- Amortiguador gllcina-NaOH.ll.O H¡ pH s 10.S>. 
Disolver 3.0 g de glicina en 80 mi de aaua destilada y 
atorar a 100 mi tSolución 3>, disolver 800 mg de hidróxido 
de sodio en 40 mi de agua destilada y atorar a 50 mi 
<Solución 4>. Tomar SO mi d• la solución 3, adicionar 38.6 
mi de la solución 4, el pH debe estar proximo a 10.S, si no, 
se debe ajustar con una solución de hidróxido de sodio y 
finalmente aforar a 200 ml. 

Equipo: 

Balanza Analitica 
Potenciómetro 
Microscópio Estereoscópico 
Homogenizador Potter CAFRAMO 
Cantrttuga Clinlca 
Centrifuga Refrigerada 
Espectroflurámetro 
Espectrof otómetro 

E. Helter. 
Expandomatlc SS-2. 
American Optical. 
Stirrer Type r-zr-1-64. 
Sol-Bat. 
l EC B - 20 A. 
Perkin Elmer MPF-3L. 
Coleman Jr. 
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PROTEINAS 
CURVA ESTANCAR "A" 

Absor bancia Eapec:torotórnelro Co~n Jr. 
05~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

0.4 

0.3 

P.2 

0.1 

15 30 46 60 76 

Concentración: µg de Proteinas. 
- raO.UQS 

SoluciOn e5t!lf\1ar t de AlbÚmino 
sé11ca bovina- 300 ug1mt 
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Aboorbancia 

HEMOGLOBINA 
CURVA ESTANCAR "B" 

bl*Qtolo\ÓtMtro Coleman Jr. 
o.oa..---------------------~ 

0.06 

Q.04 

o.oo~-~---~----~---~---~-~ 
200 400 600 800 1000 

Soluc1Ón &Jtari!urt ue 
herrog1001na • ~o UQ/ml 

Concentración: ng de Hemoglobina. 
- r• 0.998 
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4-METIL-UMBELIFERONA 
CURVA ESTANDAR "C" 

% de Fluor0scooc1a. 
ao~~~~-~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

60 

40 

20 

50 100 150 200 260 300 

Concentración: pM de 4-CH3-Umbeliferona 
- r • QQQQ 

Solución estandarl de 
4~meul-umbetilarona ~ 1uM 
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