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RESUMEN.

Estudia de la actividad de tres enzimas ligsosomales:
{Fosfatasa acida, aril-sulfatasa y N-aceti{l-B-D-
glucosaminidasa) durante la maduracian tolicular en la
cabra.

Se disecaron y clasificaron folfculos antralas de cabra
por su tamafio en 3 grupoas: menores de 3 mm, entre 3 y 6 mm y
mayores de 6 mm. Los foliculos menores de 3 mm de diametro
se considararon ganos y se incorporaron directamente al
eatudio, los reatanted se estudiaron baje un microscoplo
estereoscopico para ver sus caracteriasticas mortolagicas.
Loa falicules de entre 3 y 6 mm Yy mayores de 6 mm con

apariencia brillante, tranalGcida Yy unitorme,
vagcularizacién extensa y wuna capa regular de células
granulosaa se consideraron sanos. Se midiercon las
actividadea, para las tres enzimasms, iibrea y unidaa a
particulas de células de la capa granulosa, del saco
tollcular vacto (células de la teca), y del l1iquide
folicular, empleando métodos tluorcmétricosg. La foatatasa

dcida y 1a N-acetil-Bg-D-glucosaminidasa estén presentes en
los diterentes compartimentos del foliculo, sus actividades
san notablemente mas {ntengsas en las celulas de la teca que
an las celulas de ia capa granulosa. Muestran un
comportamiento similar durante el crecimiento falicular; en
lasg célulag de la teca disminuyen contorme aumenta el tamafio

del teoliculo, después aumentan durante al desarrollo
tolicular. Por el contrario, la aril-suifataga estad
presente en la fracciodn unida , a particulas, de las células
de la capa granulosa, aumenta durante el desarrolle
tolicular y tiene un comportamiento caracteristice durante
el creclmiento del foliculo. La actividad de 1las tres
enzimaa en el liguido folicular, en ausencia de cambios
atreésicos, disminuyé con relacidn al desarrolle del
toliculo.

De nuestros resultados puede conclulrse que las enzimas
lisosomales estan presentes en todos los compartimentos y
egtadios del crecimiento folicular de la cabra adulta, sus
concentraciones varian de acuerdo al desarrollo folicular y
{oa estadios finales del! crecimiento se acompafian por umn
aumento de lisosomas en las células de ta teca, asi{ como por
la 1liberacién de la actividad hidrolitica dentro del
compartimento libre de estas células.



INTRODUCCION. -

En ios mamfferos ia liberaciodon de ovocitos viables
capaces de ser tfertilizados involucra tres eventos
principales: |.,- La ovogénesis, que involucra la produccién
de ceélulas germinales femeninas; 11.- El creciniento
tolicular, que comprende e! crecimiento de los foliculos
ovaricos y el concomltante creclimianto de loa ovocitos y
1{1.- La maduracién de los ovocitos, que consiate en la
reanudacion de 1a wmeiosis inmediatamente antes de la
ovulacidn,

La ovogénesis es un proceso que se inicia an la etapa
fetal y se detiene cuando el nGcleo dei ovocito llega a la
profase | de la meiosis (Dipiotens), en este estadio la
mayoria de los ovocitos experimentan atresia: proceso
degenerativo que experimentan los folfculos ovaricos, los
cuales no alcanzan a liberar a la célula germinal. Después
de la pubertad, los ovocitos restantes son estimulados por
las gonadotropinas hipofisiarias para reiniciar la melosis,
pare muy pocoa maduran ¥y son ovuliados. El crecimientn
cfcliico de los foliculos puede culminar en {a ovulacién o la
atresia tolicular.

1.1 OVOGENESIS. (1)
1.1.A.-EL ORIGEN DE LA OVOGONIA.

E! origen de las ceélulas germinales ha sido un téplco
controvertido. Un grupo de investigadores atirma que al
inicio del desarrollo embrionario, la célula precursora de
las eé&lulas germinales proviene de sitios extragonadales y
dan lugar a gametas femeninas y wmasculinas, una segunda
escueia, propone el concepto que ias células germinales
femeninas pueden provenir del epitelio germinal Yy que el
ndmere de ovocitos varia con el estadio del ciclo menstrual

del ovario adulto de ia hembra en el humano (2,142).
Evidencias posteriores han mostrado que el primer concepto
es @l verdadero ¥y que los gonocltos primordiales provienan
de fuentes extragonadales (157,101). En el enbridn humano,
las cé&lulas germinales primordiales se originan del epitelio
del gaco vitelino de! endodermo, donde 86 reconocen por

primera vez alrededor de la 4* semana de edad fetal (157).
Poseen movimiento ameboideo y son transportadas por ia
corriente sanguinea o el megenterio dorsal y eventualmente
van a residir en J|os cordones genitales, donde aumentan
rapidamente en nGmero por mitosis.

La corteza del ovarlo proviene del eplitelic celdmico
{(158) y suministra, a la gonada @an desarrallo, células
toliculares que rodean a las células gerainales,
constituyendo as{ los foliculos primordiales. La médula
ovarica se origina del blastema mesonéfrico mediano y proved
lag c€@lulag {ntersticiales para i1a goénada.

2]



Conforme se incrementa el nGmero de células germinales
y toliculares, los cordones medulares -qus contienen tejido
conectivo y vasos sanguineos~ invaden la corteza y dividen a
los folfculos en grupos,

1.1.B.~- DESARROLLO DE LA OVOGONIA

En la hewmbra de los mamfferos, law células germinales
so transforman en ovogonias desde el final del segundo mes
de implantacidén {intrauterina, hasta el séptimo mes de
desarrolio embrionario (B6), La division final de wuna
ovogonia por mitdsis termina en la produccidn de un evocito
al cual se dividira por meiosis, io que da por rasultado

raeduccidn del nimero de cromosomas de |a ovogonia,
La meiosis involucra una divisidn ecuatorial y otra

reduccional. En la primera divisidn, Melosis I, los
cromosomas homdlogos se dividen. La profase inicial se
puede dividir en cuatro etapas: Leptoteno, Zigoteno,
Paquiteno y Diploteno (7). En el estadio de leptoteno, el
nacleo contiene al namero diploide de filamentos
cromosGmicos los cuales no estan apareados, durante el

zigoteno, los filamentos materno y paterno se asocian en
pares formando 1a sinapsis, en el paquiteno, los filamentos
apareados se acortan y espesan, en ests momento ©s cuando
ocurre el entrecruzamiento entre los pares cromostmicos, en
el diploteno, las crom&tidas se separan y desenrrolian
permaneciendo unidas por 91 quiasma, (punto donde ocurrig el
entrecruzamiento). En el estadio inicial de maduracidn, la
cromatida empieza a condensarse a lo largo de la membrana
nuclear, el nucléoloc se rompe y su membrana se dispersa y
finalmente se divide (23), conforme el huso se forma las
mitocondrias se mueven para rodearlo. En la telofase I, la
cromatina se divide de igual forma, perc @l ovocito retiene
el volumen del oveplasma, el primer cuerpo polar recibe la
mitad de la cromatina, pero poco del ovoplasma. En la
Meiosis 11, cada par de cromatidas es unida por un
centrdmero comUn Y cada cromatida del par se separa de su
pareja, el ovocito prosigue a Metafase || donde se detiene
la melosis, la célula germinal es lIiberada on Metafase il y
completa la divisidn cuando un espermatozoide la penetra.

El! proceso de meiosis no es sincrdnico, en el fato
humano se han encontrado células germinales en varios
estadios meicoticos, desde el tercer mes post-fertilizacidan
hacla adelante (7). Antes o poco después del nacimiento,
todos los ovocitos han alcanzado la stapa de diploteno y es
on este momento cuando antran a un estadio quiescliente,
punto en el que se forma un nGecleo 1lamade vesicula germinal
(473, Durante este periodo quiesciente, los nutrientes se
almacenan en el ovoplasma (117, el ovocito sintetiza
activamente acido ribonuclaeico (RNAX* (64) y la organizacian

#" En todas las abreviaturas se utilizara la derivacion de
sus si1gias en ingles.*
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del nGcleo del ovocito en este periodo depende de la especia
involuerada (162),
En 1los roedoras, 1a cromatina esta digtribuida

uniformemente en el nucleoplasma, la cual cambia de la
contiguracion de diploteno al estadio de diaquinesis; En
otras especies, incluyendo los primates, el nuciec amantiene

iaa caracteristicas del diplotenoc.

L.os ovocitos quiesclentes frecuentemente contienen ia
mayoria de sus organelos: -Aparato de golgi, elementos dal
reticulo endoplasmico y mitocondrias- concentradoa en un
area del citoplasma cercana al nGeleo, area denominada
compiejo nuclear, la cual tiene forma de media luna; el
citoplasma periférico esta ocupado por polisonas. Eatos
agregados paranucieares son muy prominentes en los ovocitos
iniciales de los primates (75) y menos numerosos en oOiras
espocies de mamiferos (82), donde principalmente hay grandes
comple jos de golgl.

La mayor parte de 1os ovocitos se constituyen como
foliculos pequefios que forman parte de 1la reserva de
foliculos que se encuentran en reposo. Es por un proceso de
seleccion todavia desconocldo que algunos de estos foliculos
en reposo {inlcian periddicamente su crecimiento, dicho
desarrollo los llevard a la ovulacion o a la atresia.

El crecimiento folicular se {inicia cuando el ovociteo
empieza a crecer y e! nGumero de células de la capa granulosa
ge multiplica. Por otro lado, el c¢crecimiento de la
poblacidn foljcular parece ser un fendmeno continuo que se
inicia desde las primeras semanas de vida, de manera que al
momento de la primera ovulacidn el ovario contiene, no
solamente, el o los foliculos que liberaran a la ce@lula
germinal, sino también una poblaclén fija de foliculos en
crecimiento sanos o atrésicos y otra poblacién de foliculos
que se encuentran en las etapas iniclales de crecimliento.

1.2.- CRECIMIENTO FOLICULAR (11).
1.2.A.- FACTORES HORMONALES.

Loa «ciclos reproductivos de lag hambras en los
mamiferos se westablecen en el momento de la pubertad, los
factores {nvolucrados en su aparicidn mno han sido
completamente entendlidos, perc se cree que la cliclicidad es
el resultado de la {interaccidn de varios mecanismos nauro-
enddéer inos, algunos de los cuales se desarrollan totalmente
dentro del mismo organo, mientras que otros se establecen en
relacién con otros Srgancs de 1a  economia. Cuando la
interaccidn de estos diferentes mecanismos es adecuads, el
crecimiento follcular finaliza con 1a liberacidn de uno o
varioa ovocitos, el namero de ovocitos iiberados ss
caracteristico de cada especie.

La clclicidad de los fendSmenos que participan en Ila
reguiacion de la ovulacién esponténea ocurre en la mayoria
de los mamiferos, resultado de la interdependencia entre ol
ovario, la hipéftisis y el gsistema nerviocso central, como
agentes reguladores de estos mecaniamos.



La hipafisis libera dos gonadotropinas involucradas en
la activacidn del ovario, la Hormona Estimulante del
foliculo (FSH)» ' la Hormona Luteinizante (LH), estas
hormonas estimulan el crecimianto y la divisidn de las
células de los foliculos lag cualea son productoras
principales de estrdgenos. Contorme i1os foliculos aumentan
de tamafic las concentraciones plasmaticas de estrdogenos
aumentan (135) vy estimulan la liberacidn hipofisiaria de un

"pico" de secrecién de LH, provocanda la ovulacién vy
posteriormente la luteinizacidn del foliculo, Despueés de
este sucesoc se forma un cuerpo lGteoc el cual segrega

principalmente progestercna.

La FSH se secreta durante el ciclo estral y facilita la
produccidén folicular de estragenos (69), tiene poco efecto
directo sobre la sintesis de esteroides (87), Sin embargo la
accidn iniciai de la LH es {incrementar la conversion de
algunos precursores esteroides a progesterona (4). Plunkett
y colaboradores (123), han postulado que las Prostaglandinas
(PGs) juegan un papel importante como mediadoras de ciertas
funciones de la LH.

1.2.B.-DESARROLLC FOLICULAR.

El desarrollo folicular ocurre en oleadas como

consecuencia de la ciclicidad endocrinologica en la hembra,
Las gonadotropinas no son necesarias para el desarrollo
folicular inicial, puesto que los foliculos crecen en este
estadio adn después de la hipofisectomia (161). En la atapa
temprana de foliculo primordial, el ovocito esta rodeado por
c@élulas epiteliales planas, durante el crecimiento follcular
estas células liegan a ser cGbicas y proliferan. Conforme
log foliculos continGan su cracimiento, las células
foliculares secratan un liquido el cual se acumula formando
un antro folicular (96). Conforme e! folfculo crece, las
céluias estromales ovaricas se diferencian para formar una
teca externa y una teca interna, mientras que las ceélulas
foliculares previas forman el estrato granuloso.
La teca interna ssta altamente vascularizada, formada por
células secretoras de estrdgenos, y estd 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 sanguinea penetra esta membrana basal, por lo
que e! ovocito ¥ las células qua lo rodean no reciben apoye
circulatorio directo. Conforme @a! crecimiento folicular
continua, el foliculo ¥y el antro folicular llegan a ser tan
grandes que forman una protuberancia en la superficie dei
ovarioc, en este estadio el folfculo se llama folfculo de De
Graff. Después del "pico" de secrecidn de LH, las celulas
foliculares, en la vecindad del ovocito, son separadas de la
pared folicular {71) y estan altamente dispersas (1613,
mientras que el ovocito flota libre en el antro folicular
con su corona radiada y su cumulus gophurus.



Mada celular  Folicula
intensticia) vesicular

Diagrama del ovario que nuestra el degarrollo
gecuencial de un folicule y la formacidn del cuerpo lGteo.
En el recuadro situado arriba a la derecha se cbserva una
imagan aumentada del corte de |a parad de un foiiculo
maduro.

1.2.C.~- RELACION ENTRE EL OVOCITO Y EL FOLICYLO.

Les ovoeitos también crecen durante log estadlos
tempranog del desarroilo folicular, su crecimiento se
completa cuando las capas foliculares son de 20 a 30 células
(18). Intcialmente 1o0s agregados paranucleares estan

digpersos en el ovoplasma (101), mientras que el ovoectito
posee escaso reticulo endoplasmico (70), el gque usualmente
e@sta asoclado con la sintesis de proteinasa.

Los lipides y las proteinas de 1la mayor parte del
ovoplagma se depositan en el ovocito durante la fase de

ecracimiento. En el ovocito deil hamster, alrededor de las
célulias de la corona, existen elementos fostolipidicas que
parecen estar relacionados con su apariencia (761,

consjderandolos como !a fuente de nuirlentes ovopldamicos.

Existe un mucopolisacarido que cubre la zona peltcida y
que se deposita alrededor del ovocito, el espacio que lo
separa de las celulas foliculares es ancho, La zona
pelacida se cree esta formada por células toliculares (27),
en los ovocitos con cilerto desarrollio y =zona pelflcida
incompleta, en el vitelio cerca de 1a substancia zonal, no
3@ observa ninguna especlalizaclon local, sin embargo, ia
células folleculares en esta regliédn son mayores que en otras
&reas, lo que su presencia hace suponer una actividad
metabdlica aumentada.

Giiula y colaboradores {65); Moor y colaboradores
(105), observaron que el acopiamiento metabélico entre las



células del cumulus oophurus vy el ovocito tiene su maxima
actividad antes del "pico" de secrecidn de gonadotropinas,
lo que los lleve a plantear 1la siguiente hipotesis: "La
reanudacion de la meiosis se produce como resultado de la
ruptura de! acoplamiento funcional entre estas células y
posiblemente ©s provocada por ia hormona ovulatoria LH.™ No
obstante, 1a eecuencia temporal de los cambios inducidos
sobre la maduracion meidtica, por accidén de la LH, no parece
apoyar esta hipétesis. En efecto, segln demostraron Moor y
colaboradores (105), la ruptura de la Vesicula Germinal
(GVBD), precede al desensamble de las uniones comunicantes
entre el ovocito y las células de! cumulus oophurus y por
tanto es anterior a la disminucion del fentmeno de
acoplamiento metabdlico, estos hallazgos fueron comprobados
por la observacion de que la FSH es capaz de supriamir el
acoplamiento metabdlico sin inducir 1a reanudacidén de 1la
meiosis (106).

1.3.- MADURACION DE LOS OVOCITOS (ifl).
Cambios nucleares durante la maduracidn.

Thomson (150, reportd que los ovocites humanos
completan las dos divisiones meidticas dentro de sus
foliculos antes de ser liberados. Por otro lado, Hinselman
(86), no identificd algan estadio intermedio en el proceso
de maduracion cuando examind alrededor de 100 ovocitos ¥y
concluyd que la maduracién continua después de 1a ovulacidn.

Actuaimente sabemos que, mientras los cambios
ovoplasmicos ocurren durante la fase de desarrollip
folicular, el nacleo del ovocito mantiene el estadio de
vesicula germinal, la division meidtica prosigue solamente
después de que se ha estimulado por la LH. La etapa del
desarrollo folicular, la divisién maduracional, se realiza
en ausencia de centriolos (162) ya que estos no estan
praesentes en los ovocitos de los mamiferos,.

Durante la maduracion del ovocito aumenta 8l namerc de
granulos corticales periféricos Yy de CUerpos
multivesiculares (102), fo que indica la actividad del
ovoplasma, mientras que el aparato de Golgl esta pobrements
desarrollado y hay poco reticulo endoplasmico (23).

La interrelacion entre las gonadas, el sistema nervioso
central y la hipofisis, propiciaron inicialmente el analisis
exclusivo de las fases finales del crecimiento y maduracidn
folicular, enfocando los estudlos casi totalmente al
fendmeno de la ovulacién y dejando a un lado uno de los
fendmenos claves de l1a reproduccidn en la hembra: el
crecimiento folicular; asi como la explicacidn de muchos de
los fendmenos del crecimiento ¥y la maduracidn foliculares
desde el punto de vista bloquimico.



BIOQUIMICA DE LA MADURACION FOLICULAR.
2.1 FACTOR INHIBIDOR DE LA MADURACION DEL OVOC!ITO (OMI),

Pincus y Enzman (122), demostraron que los ovocitos de
la coneja separados de su ambiente folicular son capaces de
madurar cuando se colocan in vitro en un wedio adecuado aan
desprovigto de hormonas, esta ohgervacion ha aido confirmada

y extendida a otras especlies de mamiferoa (13). La
maduraci{an espontanea de los ovocitos aislados 1indujo a
Pincus y Enzman a sugerir que las células foliculares
"producen un compuesto o compuestos capaces de inhibir
directamente la maduracién nuclear del! ovocito™. Chang
(25), fue el primero en demostrar la presenclia, en el

liquido folicular, de un factor {nhibidor de la maduracidn
espontanea de los ocvocitos de coneja.

La presencia de ceélulas de la capa granulosa tambien
inhibe la maduraciaon de los ovocitos, este efecto depende
estrictamente del namero de células afiadidas. Tsafriri y
Channing (155), demostraron que tas células de la capa
granulosa producen dicho inhibidor de la maduracidén del
avocito (OM!), también encontraron que las c¢élulas de ila
capa granulosas obtenidas de foliculos intermedios o pequefios
son mas activas que las obtenidas de foliculos grandes y que
el efecte {nhibidor de las celulas de la capa granulobsa
puede ser revertido al! agregar LH al medio de <cultivo
(153, 78).

Reclentemente se ha caracterizado parciaimente ol OMI
€24 y han establecido (153,151) un sistema de biocensayo

para su demostracidn, donde wuna unidad del oMt es 1a
cantidad necesaria para bloquear la ruptura de ia vesicula
germinal en el 50 % de 1los ovocitos, Estos haliazgos
parecen indicar que el O0OM! es un péptido de peso molecular

menar de 2000 daltons secretado al liquido folicular por las
células de la capa granulosa,

2.2 EL AMP-CicCLICO.

Se sabe (8S0) que tanto la LH como las PGs estimulan la
adenilciciasa e {ncrementan las concentraciones foliculares
de Adenosin-Monofostato-Ciclico (AMPc) . El AMPc a
concentracliones de 10°* M tienen efecte {nhibitorio en la
maduracién del ovocito (853, La adicidn de AMPc al medio de
cultivo de foliculos de ratones inhibe el etecto inductivo
de ta LH sobre la maduracién del ovocito, el etacto
inhibitorio del AMPc, también se ha observade en ovocltos de
raton y rata sin cumulus oophurus (28,88), por lo tanto, es
probable que la {nhibicién de la maduracion de los ovocitos
encerrados en el folliculo, causada por el AMPc, se deba a su
acclon directa. ’

Una hipétesis atractiva, es que las uniones
comunicantes permitan el paso del AMPc de las células



foliculares al ovocito ({nhiblendo su aaduracion (36).
Ademas, se ha postulado que la meiosis se reinicia al
interrumpir la transferencia directa de AMPc al ovocito por
el efecto que tisnen las gonadotropinas sobre las unionss

comunicantes (36,37). Sin embargo, la reducciaon del
acoplamiento intercelular producido por la LH no parece ser
el disparador para e} reinicio de la meiosis, ya que la
iniciacidén de 1a maduracidén precede a la terminacidén de la

comunicacién inducida por LH (106,50).

Para explicar la inhibicidén de la meiosis, en el raton,
se ha sugerido gue el incremento de las concentraciones del
AMPc en las células del cumulus oophurus activa, en estas,
la sintesis de un {nhibidor que posteriormente es trasmitido
al aovocito por medio de las uniones comunicantes,
suprimiendo la produccidn de la GVBD (51,62).

2.3 OTRDS AGENTES.

Los estudios del OMI han servido de base para la
basqueda de otros compuestos que funcionen como factores
inhibidores de la maduracion del ovocito. En 1976 Gwatkin y
Anderson, describieron un péptide de unos 10,000 daltones
capaz de interferir con la accion activadora de la LH sobre
la maduracién del ovocito. En 1984 se seflald la presencia
de un nuevo péptido mas grande que el OMI pero mas pequefio
que el factor encontrado por Gwatkin y Anderson y ¢onh mayor
capacidad para inhibir !a maduracion dei ovocito (130), este
compuesto fue llamado factor preventivo de Ja maduracidn del
ovocito (OMPF), su funcionamiento parece estar relacionado
con la presencia de ciertos glicosamin-glicanos (GAGs}
presentes en el foliculo, particularmente la heparina y el
heparan sulfato (130).

En efacto, mientras que ninguno de los glicosamin-
glicanos utilizados a concentraciones altas (500 pug/ml?
parecen tener efacto sobre el proceso de maduracion
tolicular, la heparina Yy el heparan sulfateo an
concentraciones muy pequefias son capaces de impedir
completamente el funcionamiento inhibidor del OMPF (1315, lo
que sugiere que la presencia constante de estos GAGs en el
ambiente folicular podria ser necesarim para modificar la
actividad de los factores 1inhibidores de la maduracidn. A
este rospecto, debe recordarse que los GAGs pueden modificar
la accidn de las gonadotropinas e intervenir con su filjacion
a las células de la capa granulosa (113) y bloquear ia
activacion de la adenilato ciclasa inducida por ta LH (129).,

Por otra parte, Downs vy colaboradores (44) y Eppig ¥
colaboradores (52), sugirieron que las purinas son capaces
de ejercer control efectivo sobre ia reanudacidn de la
mei{osis, en particular, estos grupos de investigadores
seflalaron la presencia de altas concentraciones de
hipoxantina en el liquido folicular y su capacidad para
mantener ail ovocito detenido en meiosis, posiblemante
actuando de manera concertada con el AMPec. La aplicacioén
intraperitoneal de inhibidores de 1a sintesi{s de novo de



purinas, como la azaserina, asi{ como inhibidores de la
beshidrogenasa del Monofeosfato de Inosina (IMP) -acido
micofenédlico y bredinina- provocan la ruptura de la vesicula
germinal en ratonas prepUberes estimuladas con Gonadotropina
del Suero de la Yegua Preflada, (PMSG) (45). Por el
centrario, los inhibidores de la adenilo succinato sintetasa
(Hadacidina y di-Alanosina) no tuvieron efecto {nhibitorio
alguno, este hace suponer que la conversidn de IMP a
derivados de la guanina o de la xantina deberia estar
involucrada en la accion inhibitoria de la hipoxantina sobre
la maduracidén in vitro del ovocito (52).

Downs y colaboradores {44, encontraron que la
guanosina es el inhibidor mas activo de la maduracion
folicular ¥y proponen gue los derivados de l!a guanina
producidos dentro del folfculo por la IMP-deshidrogenasa

desempaffan un papel fundamental en el mantenimiento de la
detencion de 1a meloslis, sin embargo, la wmanera como
participa la hipoxantina oen este proceso no se ha

determinado con precision,

En los altimos afios se ha considerado la participacion
de los fosfolipidos ovaricos en la regulaclién de la
esteroidogenesis mitocondrial de las celulas foliculares.
Farese vy Sabir (60, demostraron que Jla adicidn de
glicerolipidos fostforilados estimulan la sintesis de
pregnenolona por el ovario, estas observaciones fueron
comprobadas posteriormente por Tanaka y Straus (148),
quienes sncontraron que la adicién de cardiolipina estimula
la sintesis de progesterona a partir de colesterol,
probablemente por la activacién de la colestercl-desmolasa
mitocondrial, mas aspecificadamentes, la adicion de
fosfoinositidos a homogeneizados de tejido luteal estimula
la esteroidogénesis (128). Estos resul tados se
correlacionan con la propuesta de que varios tejidos
responden a la estimulacién hormonal especifica asi como a
otros estimulos reguladores del metabollismo con una
modificacién del recambio del fosfatidil-inogitol y de sus
derivados fosforilados (10,63). La participacion de un
mecanismo semejante durante la maduracion folicular se ha
apoyado recientemente por el hallazgo de que ia LH estinmula
ia sintesis y el recambio de los fosfoinositidos en los
foliculos aislados de los ovarios de la cerda. (40).

2.4 METABOL!SMOD ENERGETI!CO.

LLa maduracidn espontanea de los ovocites alslados de
rata se acompafia de un incremento gradual en el consumo de
oxigeno, este incremento no ocurre sino hasta que e! ovocito
alcanza la (GVBD) (97,98). Hillensjo y colaboradores (83);
Dekel y colaboradores (35), observaron qua, después de la
estimulacidn con LH ,la velocidad de consumo de oxigeno en
el compiejo ovocito-foliculo decrece durante la maduracion
del ovocito. Unax gran proporcidén de ta actividad
respiratoria en el complejo se debe a la respiracidn de las
células que rodean al ovocito (83,87,14), lo cual es
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importante para darse cuenta que e] aumento en el consumo de
oxigeno en el ovocito queda enmascarado por la disminucidn
en ol consumo de las células que lo rodean. Sin embargo,
astudios mas recientes demuestran que el aumento en el
consumc de oxfigeno por al ovocito no es un requisite para
que la maduracion nuclear ocurra normaimente (99).
Experimentos realizados utilizando foliculos de
mamiferos estimulados con LH, muestran un incremento en el
consumo de glucosa ¥y en la produccidn de 4&cido lactico
(112,84,152), sin embargo, Zeilmarker y Verhamme (166),

midieron !a concaentracién de factato dentro del foliculo y
no encontraron cambios significativos durante 91 proceso de
maduracion. En otro trabajo (1523, se discute que el
incremento en la produccion de &cido lactico por los
folficulos, estimulados con LH, no es necesaria para que
ocurra la maduracidn del ovocito; ya que la supresidn del
consumo de glucosa con yodo-acetato y la produccion del

acido lactico no inhibie la maduraciédn del ovocito. Estos
datos parecen indicar que el efecto estimulatorio de ia LH

no esta relacionado con el aumento en la actividad
glicolitica del folfculo.

Zeilmaker y Verhamme (165), suglirieron que puesto que
ia disponibilidad de oxigeno es limitada en e! foliculo, el
lactato mas que el piruvato puede ser la mayor fuente de
energia disponible para el ovocito dentro del folfculo,
también han sugerido gque la incapacidad de los ovocitos

libres para consumir lactato puede deberse a la falta de
Dinucledtido de Nicotinamida Adenina (NAD) endageno, el cual
es necesario para convertir el lactato a piruvato por tla
activacion de la deshidrogenasa ldctica (LDH). Estas
sugerencias se basan en las observaciones de que la adicibn
de (NAD) causa la maduracién de los ovocitos libres en un
medio que contenga lactato como Gnica fuente de energia
(139, 164, 15),

No hay duda que !a maduracidn del ovocito es un proceso
que requiere consumoc de energla, sin embargo, no existe un
acuerdo completo sobre los mecanismos fundamentales de la
regulacién del metabolismo energético de los ovocitos
durante la maduracidn.

La mayoria de los investigadores opinan que la GVBD no

se da bajo condiciones de {nhibicidn del metabolismo
aerobice (165,77), ya sea por la falta de oxigeno ¢ por la
pregencia de inhibidores respiratorios como el cianuro de
potasio (19).

Schultz ¥y Lambert (132), observaron que la maduracion
de los ovocitos involucra una disminucion de las
concentraciones de AMP, ATP ¥y un aumentc de ADP, lo que

indica una wutilizaciédn masiva de nutrientes por la celula,
esto sugiere, que el incremento en e! consumo de oxigeno que
se observa después de la GVBD debe ser interpretadoc como un
indicador del aumento en la fosforilacidn oxidativa, con lo
que se restablece la concentracidn de ATP que se utilizo
durante la GVBD.
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La waduracién del ovocito es uno de los procesos que
requiere mayor cantidad de energia para la sintesis de
proteinas, El punto wmaximo en una grafica de consumo de
oxigeno en los ovocitos, coincide con el momento en @l que
5@ observa la mayor incorporacieon de aminoacidos en las
proteinas del ovocito (19), Cuande la wmaduracién dal
ovecito se estudia en condiciones anaerdbicas se observa una
reduccidn substancial de las concentraciones de sintesis de
proteinas (137).

2.5 SINTES1S DE PROTEINAS.

Un fendmeno general en todos 1os mamiferos es el
incremento notable de la sintesis de proteinas en el ovocito
durante la maduracién, la cual se ha estudiado en espaecies
como e}l ratén (66,133,134), la cerda (100} y la oveja (155),
donde el aumento de la sintesis de proteinas es notable
sobre todo después de que ocurre 1a GVBD. En la ovejas
estos camblios ocurren antes del GVBD, lo que permite inferir
que la sintesis proteica es un requisito para la progresién
de 1la maduracion. Sin embargo, Smith y Ecker (137) y Ecker

y Smith (48), mostraron que el mantener a los ovocitos en
condiclones anaertdbicas no detiene su maduracion a pesar dae
que hay una reduccion substancial en la velocidad de
sintesis de proteinas, Bal tus y colaboradores {8y,
utilizando inhibidores especificos, tambieén obtuvieron
evidencias similares.

Schultz y Masserman (133), sugieren que la inhibicien
de la sintesis de proteinas durante las primeras cinco horas
de }la maduracion en los ovocitos de ratén, estadio de

cromosoma circular bivalenta, no afecta la maduracioén, pero
si afecta la inhibicicn durante las posteriores cinco horas.
En el estadio de metafase |, se previene cualqulier progreso

de la misma. Por tanto, parecen existir ciertas proteinas
que son sintetizadas durante fases especificas de la
maduracion vy son indispensables para que fos pasos

subsecuentes del procneso se realicen normalmente.

Crosby y coiaboradores (31), estudiaron el papel que
desempeflan las relaciones intercelulares, dentro del
folf{culo, para regular o mantener la maduracion del ovocito,
particularmente desde el punto de vista de la sintesis de

proteinas. La velocidad de transporte de aminodcidos a
traves de !a membrana del ovocito aumenta considerablemente
durante la maduracidén (104). Este fendmeno también se
induce por 1a supresién de las ceéiulas foliculares, aGn
cuando las celulas del cumulus oophurus se mantengan
intactas. Estos resultados hacen pensar que las células

foliculares regulan o inhiben el transporte de sustratos a
traveés de 1las conexiones del complejo cumulus ocophurus-
ovocito en el foliculo completo y que su accién inhibitorias
puede ser suprimida por las gonadotropinas. Sin ambarga,
debe tenerse en cuenta que el cumulus oophurus posee un
afecto regulador sobre estd funcidn del ovocito, ya que los



ovocitos aislados no tienmen un mecanismo de transporte de
aminoacidos estable (31).

Los resultados de Crosby y colaboradores (31), muestran
que no s6lo las ceélulas del cumulus oophurus participan en
1a determinacion del patréon de proteinas sintetizado por el
ovocito, sino que las células restantes del foliculo también

participan: en primer lugar, algunos ovocitos envueltos en
Su cGmulo son capaces de sintetizar protefnas sin estimulo
hermonal, lo que hace suponer que las células del cumulus

oophurus por si solas no son capaces de inhibir por completo
la sintesis de proteinas del ovocito: en segundo lugar, los
cambios inducidos en este parametro por el tratamiento con
LH de <complejos cumulus ocophurus-ovocito son similares pero
no idénticos a los encontrados en los foliculos enteros.

2.6 SINTESIS DEL AC1DD RIBONUCLEICO (RNA).

En el ovocito en crecimiento, la sintesis de RNA es muy
activa y disminuye drdsticamente wuna vez que ol ovocito
adguiere su mayor tamafio y se {nicia la formacidn del antro
(107). En este momanto, ei nucléclo del ovocito,
originalmente de estructura finamente granular y vacuolada,
se hace compacto y agranular (32,108). Estas modificaciones
morfolégicas vy funcionales son requeridas para ia
adquisicion de !a capacidad meiotica del ovocito, pero no
ocurren en todas las especies al mismo tiempo. En el raton
ocurre cuando el ovocito se hace plurilaminar (29); en el
cerdo ocurre en los foliculos antrales (32); en el humano se
realiza sélo en los foliculos antrales grandes (149)

Crozet y colaboradores (32), postularon que ia alta
velocidad de sintesis de Acido Ribonucleico heteronuclear
(hnRNA) Y Acido Ribonuclielco ribosomal CrRNA) que
desarrollan los foliculos en el momento de formacion del
antro s necesaria para acumular la informacion requerida

para ia realizacién adecuada de la primera division
meidtica. Es posible que !a incapacidad para reanudar la
maduraciédn meidtica se deba a la ausencia de suficlente
Acido Ribonucleico mensajero (mRNA) que codifique la
sintesis de las proteinas que se requieran (109).

Algunos autores sugieren que el efecto de las
gonadotropinas en Jla induccidn de la maduracion del ovecito
puede involucrar la sintesis de RNA, pero sdlo bajo ciertas
condiciones fisiologicas, Ya que la mayoria de los

inhibidores de la sintesis de RNA carecen de efecto sobre la
maduracidn cuando los ovecites estan dentro del foliculo,
En ovocitos libres en metafase | o en estadio de cromosoma
bivalente circular los inhibidores mencionados son capaces
de evitar la maduracion (66).



2.7 SINTES!S DEL ACIDO DESOX!RRIBONUCLEICO (DNA).

Aparentemente no se requiere de sintesis des DNA durante
el proceso de maduracion. Existen evidencias en anfibios
que seflalan una posible aintesis de DNA en el citoplasaa
probablemente de origen mitocondrial.

ENZIMAS L1SOSOMALES.
3.1 ANTECEDENTES.

En ia década de los cincuentas el estudio de las
enzimas hidrolfiticas entré en una nueva fase cuando de Duve
y colaboradores sugirieron qua la fosfatasa acida y algunas
otras enzimas estaban contenidas dentro de 1las particulasg

subcelularea |lamadas lisosomas, las cuales no se activan
hasta que la membrana es perturbada (33). Bitensky, L.
(163, sugirio que los esteroides pueden estar involucrados
an la modificacién de ta permeabilidad de 1la weambrana
{igosomal. Existe evidencia que ilos cambios an las
concentraciones de fosfatasa aclida estan relacionados con
cambi{oas en las concentracliones de hormonas esteroides
circulantes. La tostatasa Aacida se detectd en el ovario y

tejido folicular de varias especies de mamiferos, esta se
forma en las células de ia capa granulosa y su actividad
aumenta cuando los foliculos gutren atresia (74,121),.
También existe eaevidencia, que durante el cambio en Ila
actividad esteroidogénica ovarica, la LH regula la sintesis
de enzimas proteoliticas en la auperficie epitelial de
tolfculos preovulatorios; se sabe que dichas enzimas estan
involucradas en la desintegraciétn de la pared apical del
foliculo (57),

Cajander y Bjersing (22), mostraron, en la coneja, una
acumulacion maxima de lisosomazs en el apitello apical de
foliculos preovulatorios 8 horas despuds de una dosis
ovulatoria de Gonadotropina Coridnica Humana (hC@), los
i1spsomas desaparecen durante 1a wultima hora antes de ta
ruptura folicular y su contenido se libara extracelularmente
(17,227,

Se reporto que, antes de la ovulacidn, las fibras de
colageno intercelulares disminuyen marcadamente y que al
mismo tiempo los granulos semejantes a ios lisosomas
aumentan en los fibroblastos de la tGnica albuginea y en las
células de la teca externa en la pared folicular (118},
Tambien demostraron que la actividad enzimatica
colagenolftica lisosomal aumenta en la pared aplical cerca
del momentc de la ovulacion (63).

La tosfatasa Aacida esta inveolucrada en la degradaciodn
del foliculo apical, antes de la inminente ovulaci®én, Y
puede ser indicativa de un ovecito madure (89), generalmente
esta localizada en los liscsomas y aparato de Golgi (58,63).
Narimoto y colaboradores (111), demostraron que esta enzisa
esta en todos los tipos de células de la pared folicular, su
actividad es mds intensa en la tanica albuginea y células de
la teca antes de {a ovulacidén, ademas de que no solamente
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estd localizada en los lisosomas y el aparato de Golgl de
ias células de la teca, sino también en la estructura
multivesicular presente en los fibroblastos tecales de este
tejido,

Durante el ciclo westiral, los oOrganos reproductives

requieren hidrolasas lisosomales para asegurar la
degradacion intracelular de macromoléculas que acompaflan la
ovulacién, proliferacién Yy regresidén endometrial, las

proteinas y enzimas lispsomales siguen los cambios que sufre
el Gtero con relacidén al peso y secrecidn uterina, por lo
que el incremento en lag enzimag y proteinas puede ser
unicamente debido al incremento en peso uterino (124). En
el Gtero y endemétrio del borrego, ia fosfatasa acida, la
fosfatasa alcalina y la g-glucuronidasa disminuyen despuées
de la ovulacioén (163), estas actividades aumentan en la fase
de metaestro Yy diestro de mamiferos con 4 dias de ciclo
estral (B8,136), en la fase secretoria del Gtero humano
(160,81), en el periocdo de preimpiantacién del ratédn (110) y
después del tratamliento con progesterona en el hamster (79).

En hamsters hembras adultas que tienen ciclo estral
normatl, fa administracidn de 30 Ul de PHSG provoea
superovulacion, donde muchos de estos ovocitos pueden serv
fertilizados (67). La PHMSG ¥y la hCG aumentan las hidrolasas
lisosomales en los ovarios de la rata (38,141), asfi, el
efecto de !a PMSG y hCG sobre la ovulacién, capacitacién y
fertilizacian es wmedlada via ovario y probablemente por
accion de las hidrolasas lisosomales, en terminos
bioquimicos cada cambio se acompafia de sintesis de proteinas
y en particular de la accién de algunas enzimas especificas
(159,116,147,120,163), Puesto que 1la ovulacién es
independiente del aumento de la presicen intrafolicular (53,
125), wvarios investigadores han relacionado wuna enzima
colagenolitica para el mecanismo de liberacion del ovocito
de! foliculo (54,55,56,91).

Por lo tanto, en la hipdtesis del mecanismo enzimatico
para la ovulacidn, parece logico considerar el papel de los

lisosomas en los procesos de crecimiento y maduracion
folicular.
Los lisosamas se han relacionado con tunciones

importantes de la fisiologia ovarica, incluyendo crecimiento
y desarrollo ovarico (38,48), maduracion folicular y atresia
(93,59, 156), regresidn del cusrpo lateo (8,41,138) b
ovulacidn (21,108). Se ha demostrado gque la LH y la hCG
promueven la labilizacién de las enzimas l|isosomales en
relaci6bn a los vaiores basales (145,3%8,119), produciendose
un retrazo en @l aumento del numeroc de lisosomas (48) e
hidrolasas celulares totales (38). También son relacionados
con e! metabolismo de hormonas esteroides (48,439), en
algunos aspectos de la accidn gonadotrofica incluyendo
crecimisnto y desarrroilo ovarico (39,48) b4 ruptura
folicular (22).



3.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS ENZIMAS EN ESTUDIO.

La fosfatasa acida ( 3.1.3.2 ) tiene un pH dptimo en la
regién de 5.3 a 5.6 para muchos substratos, la hidrélisis de
la fosfocolina de calcio tiene un pH Gptime de 6.5. El
punto isoeléctrico es de pH = 4.4,

Cataliza !a ruptura hidrolitica de esteres fosfdéricos a
pH acido.

La N-acetil-g-D-glucosaminidasa ( 3.2,1.30 ) es
completamente estable si se almacena a 0°C por varios meses,
no plerde actividad, aan cuando se halla congelado y
descongelado o liofiiizado. Se puede mantener a 37 *C por
24 horas a pH de 4.6 o 7.1 sin perdida de su actividad, pero
no a pH mayores. Dos formas de la enzima son detectables
poer electrotoresis en gel de polifacrilamida y entoque
isceléctrico, La banda wmayor tiene un peso molecular de
118,000 daltones y la banda menor un peso molecuiar de
158,000 daltones. La primera enzima tliene un punto
isceléctrico de 6.45 y la aGltima de 6.86. La preparacién
pura tiene actividad especifica tan alta como la reportada
mag activa incluyendo la enzima de harina de frijol.

Actua en la degradaclon de productos del acido
hialurénico cortando los res{duos terminales N-acetil-g-D-
glucosaminidos no reducibles,

La aril-sultatasa ( 3.1.6.1.) pura migra como una sola
banda sobre geles de poliacrilamida a pH = B.9 y 2.9, tiene

un peso molecular aproximado de 110,000 -'daltones. La
composicion de aminoacidos ne revela alguna caracteristica
inusual, excepto por el alto contenido de prolina, el pH

éptimo de la enzima es de 4.7S.

Es capaz de hidrolizar <ciertos esteres sulfGricos
organices y se egtudia por la determinacidn de uno de susg
productos de hidrdiisis liberado: acido sultdrico o la parte
organics

ASPECTDS IMPORTANTES DEL MATERIAL BIOLOGICO.

4.1 INTERACCION DE FACTORES AMBIENTALES

En las <zonas tropicales de México y América Central,
tanto las cabras como las ovejlas ovulan todo el afio, se sabe
que la altitud tiene influencla directa sobre la ovulacidén y
que la temperatura Juega un papel preponderante en
interaccion con la altitud, de ahi que existe una retacidén
estrecha de estos factores amblentales.

Los factores favorables que intervienen para la
presentacion de! celo en otoflo son: dias corteos, deasecenso
de temperatura Yy modificacion de la luz, asi comoc cambio en
el estado de vegetacion, dal verde fresco al seco, también
influyen en la presentacidn de! celo: la raza, el clima ~lia
estaclon de iluvias esta intimamente ligado a los periodos
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sexuales- latitud, estado de salud y sistema de expictacién,
asi como la caracteristica individual.

4.2 CARACTERISTICAS DEL CICLO ESTRAL DE LA CABRA.
El cicio estral de 1{a cabra consta de S fases:
proestro, estro, metaestro, diestro y anestro (1).

a). - Proestro.

En esta fase los follculos estan en crecimiento, con un
diametro promedio de 0.5-2.0 mam. Las concentraciones
plasmaticas de FSH son altas respecto a la fase de diestro
mientras que los estrogenos son bajas. Hay engrosamiento de
la pared vaginali y aumento en {fa vascularizacidén de la
mucosa uterina, por otro lado, la wvulva y ia vagina se
congestionan. LLa duracidn de la fase es de entre 30-60
horas ¥y mno hay signos exteriores de cambios, con excepcion
de los camblos wvaginales iniciales con produccidn de
mucosidad clara.

b).- Estro.

Durante esta fase se efeciCa la maduracion y ruptura de
los foticulos de De Graff. Las concentraciones plasmaticas
de estrégenos aumentan. Las cabras prasentan {os
manifestaciones del celo que las impulsa a realizar el acto
dei coito, ya que manifiestan y aceptan al macho. Esta fase
de}! ciclo tiene una duracidn de entre 30-60 horas. Puede
tener una variacidn de 2-3 dias con un promedioc de 2.5 dias.
El dGtero 6 prepara para reclbir al dvulo ¥ al
espermatozoide.

c).- Metasstro.
En esta fase se lleva a cabo el crecimiento del cuarpo

lateo el cual produce progesterona en altas concentraciones
lo que evita 1a formacion de otros folicuios. Hay
descamacién dei epitelio vaginal con alguna destruccion del

endomatrio. Es la etapa en el cual se lleva a cabo la
implantacidn del dvule fecundade y nutricidn de este durante
la primera mitad de la prefiez, se efectta el desarrollo de

la gilanduila mamaria. La imagen vaginal! microscépica esta
caracterizada por 1a presencia de algunos timpanos gque
restan de ia fase anterior asi como células epiteliales

nucleadas abundantes y gran profusitn de leucocitos.

d).- Diestro.

Es la etapa mas larga del cjclo estral, en ésta fase ol
cuerpo lfiteo se encuentra maduro y produce altas cantidades
de progesterona. Hay crecimiento rapido y persistente de {as

glanduias y mucosas uterinas, seguido de su involucidn. Se
{levan a cabo cambios marcados en @l dtero para la
implantacion de! huevo con produccidn de "ileche uterina muy
densa", Si se presenta la preflez esta etapa paersiste a lo

iargo de )a gestacian, s§ no i{a hay se presenta una
involucidén gradual del! cuerpo lGteo y Ia hipafisis produce
FSH repitiendose una vez m&s el ciclo. La imagen vaginal
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microscopica muestra una gran cantidad de leucocitai.
abundante mucina y escasa cantidad de células epiteliales.

e).~ Anaestro.

Es la fase de {inactividad del ovario, de todo e!
aparato reproductor femenino y quietud fisioclGgica para
todos los oOrganos reproductivos, la cual dura hasta la
siguiente estacion reproductiva de entre 5-6 meses. En este
estadio, en el opvario, faltan por completo foliculgs en via
de maduracion asi como cuerpos ldateos.

PLANTAMIENTD DEL PROBLEMA.

Los lisosomas participan en algunos aspectos del
crecimiente y desarroilo ovarico (39,48) y ruptura folicular
(227, La LH vy ta hCG, en comGn con otras hormonas

peptidicas, estan en parte internalizadas en su gcélula
blanco donde se acumulan en los lisosomas. Este mecanismo
contribuye a la degradacidn del complejo Hormona-Receptor vy
a la regulacidn de la accian hormonal (146).

Para entender mejor algunos de los cambios biequimicos

basicos que acompafian a ta maduracidn folicular,
consideramos importante correlacionar la presancia Yy
cantidad de estas actividades -libres y unidas de algunas
snzimas lisosomales en los diferentes compartimentos que
constituye el foliculo en crecimiento- con el proceso de
maduracidn folicular .

HIPGTESIS DE TRABAJO.

La presencia y concentracicn de las enzimas lisosomales
libres o wunidas estan relacionadas con el mecanismo de
tibreracién del ovocito del foliculo y Juegan un papel
regulador en Jos procesos de crecimianto y maduracién
folicular.

OBJETIVO.

Cuantificar las actividades de fas tres enzimas
lisosomales: Fosfatasa acida, N-acetil-f-D-glucosaminidasa y
aril-sulfatasa, por métodos fluorormétricos, con ayuda de la
4-metil-umbeliferona, durante la maduracion folicular de la
eabra en foliculeos sanos.
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MATERIAL Y NMETODOS.

B.1 DBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO.

Se obtuvieron ovarlos de cabra criollas, adultas, no
gestantea, del rastrc de Milpa Alta, D. F., procedentes de
explotaclones con empadre continuoc (época en que hay cruza
de animales y condiciones de manejo muy similares). La
zona caprina se encuentra ublcada en el Municipio de San
Luis Acatlan, Guerrerro 3 16®* 45' LS y 98* 45' L0, con clima
tropical gsemihGmedo y lluvias en verano (AW 1), altitud de
375 m t(s3.n.m.), temperatura de 26 °C y precipitacién media
de 976 mm.

Con base en estudios previamente realizades por
Avendafio y colaboradores (18684) con animales de esta zona,
la época en la que 1og animales presentan su mejor momento
reproductivo, en términos de incidencia de estroa y tasa
ovulatoria, es @l que comprende los meses de Septiembre a
Diciembre, por tal motlivo, lag muegtras se obtuvieron en
este perlodo.

Las muestras se obtuvieron aproximadamente 15 minutos
despues de la evigceraci6n de los animales, fueron
transportadas al laboratorio en solucidén salina al 0,15 M a
4 *C, -El tiempo de transporte nunca excedid de 60 minutos~.

8.2 SEPARACION Y CLASIFICACION DE LOS FOLICULODS.

Los folfculos antrales se digsecarcon y separaron por su
tamafo v didmetro en tres grupos: menores de 3 mm, entre 3
y 6 mm y mayores de € mm, esato se realizé utilizando una
regla con escala graduada con intervalos de 1 mm.

Puesto que los foliculos mencres de 3 mm generalmente
aon zanos (68), se wusaron sin caracterizacidn adicional.
Los foliculos entre 3 y 6 mm y mayores de 6 mm, se dlsecaron
cuidadosamente para dejarlos libres de tejido estromal y se
estudiarlios individualmente bajo un microscapio
estereoscoplico (Magnificacian X 120) y clasgificarlios de
acuerdo a su grado de atresia sigulendo el método de Moor ¥y
colaboradores (103) y modificado para cabras por Rosales y

colaboradores (1273, Los folfculos utilizados para este
estudio fueron los qua estaban sanos y que mostraban las
siguientes caracteristicas: apariencia brillante,

transliucida y uniforme, vadcularizacién extanaa y una capa
de célulag de granuiosas regular.

8.3 OBTENCION DE LOS DIFERENTES COMPARTIMENTOS.

Los iiquidos de todos los foliculos se colectaron por
puncién con una aguja calibre 22. Se tuvo precaucidén para
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evitar la contaminacidn del liquido folicular con sangre, no
obstante, se cuantificé la hemoglobina por el método de la

benzidina, de tal manera que los |iquidos foliculares con
mas de 25 pg de hemoglobina por @i se consideraron
contaminados y no se incluyeron en el estudio €127). E!
liquido se «colectd en forma individual en tubos pequeflos de
polietileno para centrifuga mantenidos en hielo, se
centrifugaron a 3500g por 10 wminutos para separar las
células de la capa granulosa, el liquido sobrenadante sa

recentrifugd a 12000g. por 20 minutos. EI precipitado de la
primera centrifugacién se resuspenditd en sacarosa 0.25 M
(4°C) -ajustada a un pH de 7.4 por la adicién de pequeflas
cantidades de trietanolamina-, se recentrifugd a 3500g¢ por
10 minutos y el precipitado de celulas de la capa granulosa
libre de liquido folicular se homogeneiz® con sacarosa. 0.25
H (4°C) en un homogeneizador Potter-Elvehjem (Vidrio-Tefldén)
fi{jo a un motor eléctrico.

El saco folicular vacio se lavé con sacarosa 0.25 M
(4°C) para eliminar las células de la capa granulosa
regtantes del tejido fibroso y se homogeneizd en 1 ml de ia
selucidn de sacarvsa fria 0,25 M, se considerd a aste tejido
homogeneizado reprentativo del tejide tecal total.

Los homogeneizados se centrifugaron a 35,0008 por 30
minutos a (4°C) an una centrifuga refrigerada Sorvall 1EC B-
204, el sobrenadante se recentrifugd en la wmisma forma,
Este dltimo sobrenadante se considerd que contania la
actividad de enzimas lisosomales libres o reci{én salidas de
los ligsosomas labllizados del citoplasma de! tejido
original. El precipitado se resuspendid en. amortiguador de
acetatos 0.1 M pH = 4.5 que contenia 0.1 %X do bromuro de
cetil-trimetilamonio (CTAB), se rehomogenseizé €& incub6 30
minutos a tewmperatura ambiente (Ver Esquema de Trabajo).
Este procedimiento produce rompimiento y solubilizacidn
parcial de la membrana lisosomal (95), lo que libera las
actividades lisosomales internas y unidas a la membrana de
tas enzimas li{sosomales (126), (Reactivos en apendice).

8.4 PROCEDIMIENTOS ANALITICOS.

8.4.1 CUANTIFICACION DE PROTEINAS.
La concentracidon de PROTEINAS se midi{cd por el método

de Lowry y colaboradores (94), nodificado por la
incorporacion del tartrato de sodio y potasio a la sclucidn
alcalina. Las determinaciones se realizaron en liquide
folicuiar, homogeneizados de paquete y saco folicular,
usando albGmina sérica bovina come estandar, (Reactivos y

preparacidn en apendice).

Metodo:

Se wutilizaron , alfcuotas de 10-50 pl de {iquide
folicular a intervalos de 10p! para deterainar el volumen
aproplade para medir la concentracién de proteinas, para los
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homogeneizados de paquete y saco folicular se usaron
alficuotas de 50 puli.

Para realizar !a determinacién de proteinas en el
liquido follicular, fue necesario diluir la muestra 20 veces

dada su alta concentracién. Las muestras se llevaron a 0.4
ml con @agua destilada y posteriormente se agregaron 2.0 ml
de la solucion 3, se dejaron reposar 10 w@inutos y se les
agregd 100 ul de la sociucién &, después de 20 minutos de
reposo a temperatura ambiente, las mezclas de reaccidn se
leyeron en un espectrofotémetro Coleman Jr. a S50 nm.

8.4.2 CUANTIFICACION DE HEMOGLOBINA.

La HEMOGLOBINA, an el 1lfiquido folicular, se cuantificé
por el método de la benzidina (30) para evaluar el grado de
infiltracidn sanguinea, (Reactivos y preparacidn an
apendice).

Método:

Se tomaron alicuotas de 20 ul de liquido folicular y se
{levaron a 50 pl con agua destilada, posteriormente se les
agregéd 100 pl de benzidina al 1 % en acido aceético al 90 %
mas 100 pl de H:0: al 1%, después de mezclar el contenido de
1io& tubos se dejaron reposar a tempaeratura ambiente durante
20 minutes, al término de este tiempo se les agregd 1 ml de
dcido acético al 10 ¥ vglviendose a mezclar, se dejaron en
reposc a temperatura ambiente 10 minutos y se procedia a
leer las mezclas en un espectrofotometro Coleman Jr. a 515
nm.

8.4.3 CUANTIFICACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

Las Actividades Enzimaticas se midieron
fluorométricamente siguiende 1la metodologfa descrita por
Rosado y «c¢ol.,, (1286), por la liberacidén enzimatica de un
derivado especifico de la 4-metii-umbeliferona. EI] sustrateo
1) libera bajo la influancia de la enzima lisocgomal
apropiada, la actividad de las anzimas lisosomales libera
4-metil-umbeliferona, fa cual produc¢e una fluorescencia

{ntensa con un punto méximo de emisidén a 448 nm cuando se ha
sxcitade a 360 nm en un medio alcalino (pH = 9,.5).

Fosfatasa Acida.(E.C.3.1.3.2.).

Meétodo:

20 p! de cada una de las fracciones sa& incubaron con
100 pl  de 4-metil-umbeliferil-fosfato 5 mM (Sigma M 8883) y
500 pl de amortiguador de acetatos 100 mM, pH = 4.8 por 30
minutos a 37°C, las reacciones se detienen con 2.380 ml] de
amortiguador giicina-NaOH {,0 M, pH = 10.5y 1a 4-metil-
umbeliferona liberada se midid fluorométricamente.



N-Acetil-A-D-Glucogsaminidasgsal(E.C.3.2.1.3.0.).

Metodo:

20 pl de cada una de las fracclones se incubaron con
100 pt de &4-metil-umbeliferil-N-8-D-glucosaminido S5 oM
(Sigma H 2133) ¥y 500 ul de amortiguador de citratos 100 mM
pH = 5.0 por 30 minutos a 37*°C, las reacciones se detienen
con 2.360 wl de amortiguador glicina-NaDH 1.0 M, pH = 10.5
y la 4-metil-umbeliferona liberada se midia
tfluorométricamente.

Aril-Sultatasa.(E.C.3.1.6.1.).

Método:

De 40-60 ul de cada una de las fracciones se incubaron
con 100 gyl de 4-metil-umbeliferil-sulfato 5 mM (Sigma M
7433y y 500 pl de amortiguador de acetatos 100 mM pH = 4.8
por 60 minutos s 37°C, las reacciones se detlienen con 2.340-
2.360 ml de amortiguador giicina-NaOH 1.0 M, pH = 10.5 y la
4-metil-umbeliferona liberada gse midio fluorométricamente.

Para !a cuantificacion de 1la 4-metil-umbeliferona se
hizo un Dblanco sustituyendo la enzima con sacarosa 0.25 M.
La curva de calibracion (ver Curva "C" en apendice?, se
tealizd a partir de una solucién de a4-metil-umbeliferona (1
n4), se tomaron alicuotas de 50 a 300 pl/sistema, se procesd
y se leyo en las mismaa condiciones que los problemas. Para
asegurar la linearidad cinetica todas las condicones se
estudiaron previamente Yy todas las reaccionea se corrieron
por duplicado usando dos diferentes cantidades de scluclones
enzimaticas. Todos los casos en los cuales la duplicacién
no se observé se repitieron bajo condiciones adecuadas. Las
mediciones se reallzaron en un Espectrofluordmetro Perkin-
Elmer MPF-3.

B.4.4 ANALISIS ESTADISTICO.

E! analisis estadistico se realizé con ayuda de Ila
prueba t de Student para muestras no apareadaa comparadas
con el tamafio previo y con un nive! de significancia por lo
menos de (P < 0.0t ) para las enzimas en el 1iquido
tolicular y un nivel de significancia de (P < 0.05 ) para el
resto de las cuantiticaciones,



RESULTADOS,

9.1 ENZIMAS LISOSOMALES Y PROTEINAS EN EL LIQUIDC FOLICULAR,
La actividad especifica promedic de las tres
enzimas lisosomales en el liquido folicular sano disminuyé
conforme aumentd ei tamafic del foliculo (Tabla 1;Flg. 1),
Esta disminucidn fue finsal en el casc de la fostatasa acida
{r = 0.98), mientras que en la aril-suifatasa y la N-acetil-
B-D-glucosaminidasa la actividad especifica disminuyd
principatmente durante la fase inicial del crecimiento. La
actividad especifica de la fosfatasa acida y la N-acetii-B-
D-glucosaminidasa fueron casi semejantes, mientras que la
actividad de la aril~sulfatasa fue casi diez veces menor,
La concentracion de proteinas, en sl liquido folicular
6anc, aumentd conforme aumentd el tamafio del foliculo,
aunque éste comportamiento no es significativeo (Fig. 2).

8.2 ENZIMAS LISOSOMALES Y PROTEINAS EN LAS CELULAS DE LA
CAPA GRANULODSA

La actividad especifica promedio de las fracciones
libre ¥ wunida de la fosfatasa Aacida en las células de la
capa granuliosa en foliculos sanos disminuyo linealmente

conforme aumentd el tamafio del foliculo (r = 0,97; r = 0.88)
regspectivamente (Tabla 3;Fig. 3). La actividad especifica
unida tue «asi dea veces mayor que la actividad especifica
libre.

La actividad especitica promedic de la fraccldén libre
de {a N-acetil-g-D-glucosaminidasa en las células de la capa
granulosa en los foliculos sanos disminuyd conforme aumento
el tamafic de! foliculo (r = 0.99). En la fraccidn unida la
disminucidn fue drastica para los foliculos ente 3-6mm (Fig.
4)

La actividad espectifica promedio de la aril-sulfatasa
en la fraccidn libre de las células de !a capa granulosa de
los tfoliculos sanos no mostro cambios significativos,
mientras que en la fraccidn unida la actividad especifica
aument® conforme aumento el tamafio del foliculo mostrando
cambios significatives con una linealidad de (r = 0.87)
(Fig. S) .

No se observo ninguna diferencia significativa en la
concentracion de proteinas, en todos los tamaflos estudiados,
en las céliulas de la capa granulosa de foliculos sanos (Fig.
6).

8.3 ENZIMAS LISOSOMALES Y PROTEINAS EN LAS CELULAS DE LA

TECA.
La actividad especifica libre promedioc de la fosfatasa
acida en las celulas de la teca de folilculos sanos aumentd

conforme aumentd el tamaflo del folficulo (r = 0.96) Se
obsarvo una diferencia signiticativa en los foliculos entre
3-6 mm, mientras que la actividad sspecifica unida promedio

disminuyd drasticamente en los foliculos mayores de 3 mm y

3]
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después aumentd en los foliculos mayores de B am an la que
58 observd una diferencia significativa (Fig. 7)

La actividad especifica promedio de las fracciaones
ilbre y wunida de Jla N-acetil-g-D-glucosaminidasa en las
céiulas de la teca de foliculos sanos mayores de 3 o=
disminuyd drasticamente en las dos fracciones. En los
foliculns wmas grandes la actividad de la eanzima aumentd
(Fig. B,

La actividad especifica promedico de la fraccidn libre
de la aril-sulfatasa en las células de la teca de lasg
foliculos sanos aumentd de manera significativa en tlas
folieulos mayores de 6 mm, miantras que la actividad
especifica en Ja fraccion unida en los foliculeos menores de
3 mm fue menor Yy aumant® de manera significativa en los
folicuios mayores (Fig. 9).

Ho se observo ninguna diferencia significativa an la
concentracidn de proteinas, en todos los tamafios estudiados,
en las celulas de la capa granulosa de folfculos sanos (Fig.
10).

9.4 QBSERVACIONES EN GENERAL.

La concentracidn de proteinas en las células de la teca
{tanto en la fracciadn libre como en 1a& fraceidn wunida)
tipnde a &s&r mayor, aungque no de manera significativa,
cuando se compart con las celutas de la capaz granulosa,

La concentracidn de proteinas de las fraccliones unidas,
tanto en las células de (a3 capa granulosa como en las
células de la teca, siempre fueron wmenores que las
tracciones libres. (Tabla 2. .

En la tabia 3 se muestra ol resumen de tos datos
obtenidos.

Se puede observar que las actividades especificas de la

fosfatasa acida y de la N-acetil-g-D-glucosaminidasa son
mayores en las células de la teca que en las celulas de la
capa granulosa. En las ceélulas de la capa granulosa
fraccion libre, estas actiwvidades disminuyen conforme
aumenta o! tamafls del folticule. En la fosfatasa Aacida
fraccidn unida, se observa un cauwmbio significative en los

foliculos mayores de 6 mm, misntras que en la N-acetil-g-D
glucosaminidasa se observa un drastico cambio en ios

folicuios entre 3-6 mm. En las celulas de la teca disminuye
fa acgtividad en los foliculos antre 3-8 mm y aumgnta en los
foliculos mayores a este intervalo, con excepcitn de la
fosfatasa acida fraccidn ilibre, ta cual aumenta conforme
aumenta en tamafio del foliculo.

La concentracion de la aril-sulfatasa en ia fraccian
libre de las celuias de ta teca fus mayor que la

concantracion de la fraccion libre de las ceiulas de la capa
granulosa, par otro tado, fa concentracion de la aril-
sulfatasa fue casl 6 veces mayor an la fraccidn unida de las
celulas de la capa granulosa cuando se compard con la
fracclon unida de lag cé&lulas de la teca.

El comportamiento de 1a aril-sulfatasa es totalmente
diferente a la otras enzimas, ya Que practicamente esta



ausente en las ceélulas de la teca, aumenta mas de dos veces

en de las células de 1a capa granulosa fraccion unida
conforme aumenta el tamafioc del foliculo. La actividad en
lags celulas de la capa granulosa fraccidn Ilibre fue
practicamente cero, con actividad 10 veces menor que la
actividad de la fraccidn unida. Ninguna wmodificacion

importante de éesta actividad enzimatica se observé en las
células de la teca.

La actividad especifica promedio de ia fosfatasa acida
Yy la N-acetil-f-D-glucosaminidasa en las fracciones libre y
unida de las células de la capa granuliosa disminuyd conforme
aumento el tamafio del foliculo, e@sta disminucion fue lineal
en el caso de la feosfatasa acida fracclion libhre y unida la
N-acetii-g-D-glucosaminidasa fraccion libre, mientras que la
N-acetil-pg-D-glucosaminidasa fraccidn unida disminuyo
principalments durante 1a fase {nicial del crecimiento
faolicular,

En gensral, la actividad especifica de 1la fosfatasa
dcida, tanto libre como wunida, en los dos tipos celulares,
fue menor que la actividad especifica de la N-acetil-pg-D-
glucosaminidasa.

3
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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.

Tamafio LI1QUIDO FOLICULAR
del

toliculo pg/mg de proteina/hora
mm. de 4-metil-umbeliferona

FOSFATASA ACIDA.

<3 4.6 + 0.7
3-6 2.8 + 0.3 »
> 6 1.9 + 0.1 *
r = 0,98
EEM=3.97
N-ACETIL-8-D-GLUCDSAMINIDASA.
<3 5.6 + 0.9
3-8 1.6 + 0.3 L
> 6 1.3 + 0.4
r = 0,90
EEM=158.4
ARIL-SULFATASA.
< 3 0.686 + 0.1
3-6 0.33 + 0.1 "
> B 0.25 + 0.1
r = 0,94
EEM=10.2
r = coeficiente de correlacion,
EEM = Error estandar.
= = (P < 0.01) comparado con el tamaffo previo ( Prueba t de

Student para muestras no apareadas).
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TABLA 2.- MEDIA Y E.E.M. DE LA CONCENTRACIiON DE PROTEINAS EN
LOS DIFERENTES COMPARTIMENTOS DE LOS FOLICULOS DE LA CABRA
DURANTE SU MADURAC!ON.

COMPARTIMENTOD FRACCION CONCENTRACION 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
folicutlar 63.0 + 12,54
Células de la Libre 3.98 + 1.66
capa granulosa
Unida 2.89 + 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
Céilulas 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
Liquido 74.35 + 12.74

folicular
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TABLA 3.-COMPARTAMENTALIZACION, MEDIA Y E.E.M. DE LA
ACTIVIDAD PARCIAL DE TRES ENZIMAS LISOSOMALES EN LOS
FOLICULOS DE LA CABRA DURANTE SU MADURACION.

Tamafio Ceélulag de la capa Células de la teca.
detl granulosa

foliculo ’
mm LiBRE UNIDA LIBRE UNIDA

FOSFATASA ACIDA.

< 3 9.8 + 1.3 18.6 + 5.5 25.8 + 3.3 46.9 + 3.3
3-6 6.6 v+ 0.5 » 15.8 + 0.8 36.2 + 6.0 » 15,0 + 2.0 »
> 6 5.4 + 0.6 % 9.4 + 1,5« 39.8 + 4.0 32,1 + 2.3 »
r = 0.97 r = 0.98 r = 0.96 r = 0.53
EEM=16.3 EEM=65.8 EEM=13.0 EEN=126.5
N-ACETIL-8-D-GLUCDSAMINIDASA.
< 3 19.7 + 3.5 51,5 + 17 106 + 7.0 120 + 26
3-6 13.7 + 0.7 » 12,0 + 2.3 » 33.1 + 4.0 » 22 + 5.6
> 6 8.4 %+ 1.1 » 1t,7 + 3.0 42.8 + 5.0 ¢ §3 + 4.5 »
r = 0.99 r = 0.87 r = 0.80 r = 0.67
EEM=2.8 EEM=160.0 EEM=33.4 EEM=52.6
ARIL-SULFATASA.
< 3 0.58 + 0.1 6.0 + 0.5 1.5 + 0.4 1.0 + 0.2
3-6 0.74 + 0.1 12.0 + 0.3 « 1.3 + 0.2 2.3 + 0.6 »
> 6 0.62 + 0.1 14.3 + 0.7 = 2.2 + 0.2 % 1.9 + 0.3
r = 0.24 r = 0.97 r = 0.74 r-= 0.22
EEM=11.4 EEM=1.6 EEM=43.3 EEM=191.0
r = coeficiente de correlacion.

EEM = Error estandar.
# = (P < 0.05) comparado con el tamafio previo ( Prueba t de
Student para muestras no apareadas).



Enzimas lisosomales en el
liquido folicular

7 Actividad: pg/mg proteina/hr.

<3 3-8

]
Tamanco del fotfoulo en mm.
EB FOSFATASA GLUCOSAMINIDASA (5] ARILSULFATASA

Figura 1.- Cambios on la actividad especifica da las
enzimas iisosomales, en el liquido folicular sano, durante
la fase inicial del crecimiento folicular. Los wvalores
representan el valor promedio + DS de cuando menos cuatro

experimentos,
# 3 (p < 0.01) comparado con el tamaflo previc (Prueba "t" de

Student para muestras no apareadas).
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Proteinas en el liquido folicular

S Comemreclon: mg/mi
=100

80

80
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<3 3-8 > 8
Tamano dei folicuic en mm,

Figura 2.- Cambios en la concentracidn proteinica, en
el liquido folicular sano, durante ta fase inicial dsl
crecimienta folicuiar, Los valores representan el promedio
+ DS de cuando mencs cuatro experimentos.

* = (p ¢ 0.03%) comparado con el tamafio previec (Prueba "t" de
Student para smuestras no apareadas),



Actividad especifica parcial
en células de la capa granulosa.

Actlvided: pp/mg proteina/hr
]

FOSFATASA ACIDA
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Tamano del follouio en mm.
S AcTivipaD LIBRE BN} AcTIVIDAD UNIDA

ACTIVIDAD LISOSOMAL LIBRE Y UNIDA

Figura 3.- Cambios de Jja fosfatasa acida en las
células de la capa granulosa de foliculos sanos durante la
fase inicial de! crecimiento folicular. Los valores
representan el promedic + DS de cuwandoc menos cuatro
exparimentos.

* = (p < 0.05) comparade con @l tamaflo previo (Prueba "t" de

Student para muestras no apareadas).
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Actividad especifica parcial
en células de la capa granulosa

a0 Actividad: pg/mg proteina/hr

55| N-ACETIL-B-D-GLUCOSAMINID
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i i
3 a-6 > 8
Tamano det foilouto on mm.

MR ~ctiviap ueRe Y ACTIVIDAD UNIDA
ACTIVIDAD LISOSOMAL LIBRE Y UNIDA

<3

Figura 4.- Cambics de la N-acetil-g-D-giucosaminidasa
en las células de la capa granulosa de foliculos sanos
durante !a fase inicial del crecimiento folicular. Los

valores representan el promedio + DS de cuando menos cuatro

experimentos,
# = (p < 0,05) comparado con 8l tamaflo previo (Prueba "t"

de Student para muestras no apareadas).



Actividad especifica parcial
en células de la capa granulosa

20 Aotlvidad: pp/mg proteina/hr

*
, ARIL-SULFATASA
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L sim sl
«3 3-6 > 8 <3 3-6 > 8
Tamano del foilculo en mm.

Ml ACTIVIDAD LIBRE ACTIVIDAD UNIDA
ACTIVIDAD LISOSOMAL LIBRE Y UNIDA

Figura 5.~ Cambios de la arfl-suifatasa en las celulas
de la capa granulosa de folfculos sanos durante la fase
inicial del crecimiento folicular. Los valores representan
el promedio + DS de cuando menos cuatro experimentos.

# = (p < 0.05) comparado con el tamafio previo (Prueba "t" de
Student para muestras no apareadas).



: Proteinas en la capa granulosa

o Concenlracion: mg/mi
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Figura 6.- Cambiocs en 13 concentracidn proteinica libre
y unida en las celulas de 1la capa granulosa de foliculos

sanos durante la fase inicial del <crecimiento folicular.
Los valores representan el promedio + DS de cuando menos
cuatro experimentos.

» = (p < 0.05) comparado con el tamaflo previc (Prueba "t" de
Student para muestras no apareadas).
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Actividad especifica parcial
en ceélulas de la teca
. Actividad: pg/eng proteina/he

50 +_ FOSFATASA AGIDA

40 T

80

2D f— [P

<3 3-8 > 8 <3 3-8 > 8
Tamano de! folfouio en mm.
M AcTiviocab UBRE S ACTIVIDAD UNIDA

ACTIVIDAD LISOSOMAL UNIDA VY LIBRE

Figura 7.- Cambios de la fosfatasa acida en las
céiulas de la teca de foliculos sanos durante la fase
iniecial del crecimisnto foticular. Los valores representan
el promedio *+ DS de cuando menos cuatro experimentos.

# = (p € 0.05) comparado con el tamafic previo (Prueba "t de
Student para muestras no apareadas).
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Actividad especifica parcial
en células de la teca
R Aotividad: pg/mg proteina/br
N-AOET!L-B-D—EILUOOSAMINID{S'A

120 frmmmm o e

{4
L
-
3-8 * 6 <3 3-8 >
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Tamano del fotloulc en mm.
B ACTIVIDAD LIBRE AGTIVIDAD UNIDA

ACTIVIDAD LISOSOMAL LIBRE Y UNIDA

Figura 8.- Cambiocs de la N-acetil-g-D-glucosaminidasa
en las celulas de la teca de foliculos sanos durante la fase
inicial del crecimiento folicular. Los vaiores representan
el promedio + DS de cuando menos cuatro experimentos.

*» = (p < 0.05) comparade con e! tamafio previo (Prueba "t%" de
Student para muestras no apareadas).



Actividad especifica parcial
en células de la teca

oActledadz J/mg protelna /hr

*  ARIL-SULFATASA
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ACTIVIDAD LISOSOMAL LIBRE Y UNIDA

Figura 9.- Cambios de la ari{i-sulfatasa en las células
de ja teca de foliculos sanos durante la fase inicial del
crecimiento folicular. Los valores representan el promedio
+ DS de cuandc menos cuatro experimentos.
¥ = (p ¢ 0.05) comparado con el tamafio previo (Prueba "t" de
Student para muestras no apareadas).
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Proteinas en células de la teca

8 Congentracion: mg/mi

Tunnno ol mlculoonm

Bl LBRe UNIDA

b

Figura 10.- Cambios en 13 concentracién proteinica,
libre y wunida, en las células de la teca de foliculos sanos
durante la fase inicial del crecimiento folicular. Los
valores representan el promedioc + DS de cuando menos cuatro
experimentos.

» = {p < 0.05) comparado con el tamafio previo (Pruaba "t" de
Student para muestras no apareadas).



DISCUSION.

El ovario de 1los mamiferos adultos es un sistema
morfogenético altamente especializado, del cual algunas de
sus unidades funcionales, los foliculos de De Graaf, se
encuentran en diferentes estadios de citomédrfosis. Al igual
qQue en otros sistomas morfogeneéticaos el proceso de
diferenciacién en &l ovaric se acompafia del fenomeno de
regresion o de degradacidn. Como han sugerido De Duve y
Wattiaux (34), De Duve (33 y Novikoff (114), algunos
aspectos de la autélisis celular es mediada por la funcion
de un grupo de estructuras subcelulares rodeadas de membrana
ricas en hidrolasas acidas denominadas lisosomas.

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

De los resultados podemos observar que doas de las
enzimas lisosomales, ia fosfatasa acida y la N-acetil-g-D-
glucosaminidasa, ostan pPresentes en los diferentes
compartdisentos de los foliculos estudiados. Estas
actividades son mds intensas en las células de la teca que
en las ceéluias de Jla capa granulosa, Yy en general, se
observa un comportamiento similar durante el crecimiento y
maduracion folicular. Por el contrario, la aril-sulfatasa
astuvo presente sdlo en las células de la capa granutosa y
suU comportamiento es caracterf{stico durante el crecimiento
follicular,

El viejo concepto de los l|lisosomas como "Saco Suicida”
(34), en el sentido de considerar al sistema lisosomai como
un factor {mportante en los procesos patoldédgices que |levan
inevitablemente a la muerte celular, por autdlisis, ha
evolucionado a un nuevo concepto completamente diferente,
que une la funciéon lisosomal con la regulacidn de algunos
procesos importantes en la economia metab&élica normal
(42,146). Este cambio conceptual se debe principalmente a
la reciente evidencia la cual muestra que los viejos
conceptos que indicaban la uniformidad de las particulas
t{sosomales y apuntaban hacia un proceso de todo o nada para
ta ruptura de fa membrana lisosomal, y que finalmente
llevaba a la liberacion explosiva de su contenido enzimaticeo
{34), deben sear cambiados por dos nuevos conceptos. En
primer lugar, ahora se sabe que la activacidn de 1a membrana
lisosomal puede ir desde un vaciamiento lento de los
lisosomas estructuralmente {ntactos, hasta un estallamiento

dréstico. Esta inestabilidad gradual de los lisosomas esta
en funcidn de ta intensidad y calidad del estimulo
correspondiente (144), asi, la exposicién a estrégenos

disminuya la estabilidad lisosomal en los dérganos blanco.
Se ha observado que el tratamiento previo con



dietilestilbestrol o estradjol in vitro aumenta la
iiberacion de algunas enzimas lisosomales (ribonucleasa 11y,
mientras que los tejidos no blanco, como son el pulmdn y el
rifion, no respondieron al tratamiento hormonal (1a4), por lo
que nuestros resultados parecen estar de acuerdo con dicha
hipdtesis .

En segundo lugar, hay ahora suficiente evidencia que
muestran la existencia de poblaciones de lisosomas
funcionalmete diferentes <11,12,73), los cuales estan
caracterizados por la heterogeneidad de su contenido

enzimatico (154).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una
heterogeneidad de lisosomas foliculares con respecto al
contenido enzimatico y a su distribucién celular dentro del
folicuio. Asi, la fosfatasa acida estuve mas o0 menos
distribuida uniformemente en los diferentes compartimentos,
aungue esta actividad fue siempre mayor en las célutas de la
teca. La actividad de la N-acetil-f-D-glucossminidasa tanto
libre como unida fue mayor en 1as células de la teca de
foliculos menores de 3 mm de didmetro, mientras que la aril-
sulfatasa fue mas activa en los foliculos mayores de 6 mm y
se localizé preferentemente en la fraccidn correspondiante a
los lisosomas de las células de la capa granulosa .

Estudios de centrifugacion diferencial y zonal muestran
que e tratamisnto hormonal, en 1los ovarios de Tratas
inmaduras, produce wuna disminuci{én en los lisosomas grandes

y lakiles y wun aumento en los organelos ligeros que
contienen hidrolasas acidas (38). De estos resultados puede
inferirse que o@al sistema lisosomal contiene componentes
maGltiples, los diferentes patronss de actividad de tas
enzimas lisosomales observados durante el crecimiento
tolicular, parecen confirmar ia presencia de varios
componentes dentro del sistema lisosomal del ovarlio y mas

especificamente dentro de los diferentes compartimentos del
foliculo caprino.

Las altas actividades de 1la fosfatasa acida se bhan
asociado con foliculos pequefios en via de desarrcllio (140),
disminuyendo conforme aumenta el tamafio del foliculo
(26,80, 156). Los receptores gque estan unidos a los
esteroides, son proteinas fosforiladas (5,43) y la actividad
de unidén puede ser modificada por la acciédn de las
fosfatasas acidas y alcalina. Entenmann y colaboradores
(49), han propuesto que la deshidrogenacion del estradiol a
estrona puede ser activamente realizada por una 17-8-
deshidrogenasa asocjada con una subpoblacisan de lisosomas,
es posible Qque la disminucion en la actividad total de la
fosfatasa acida y N-acetil-f-D-glucosaminidasa, durante la
maduracion folicular normal, en las células de la capa

granulosa de los foliculos en crecimiento reflieje un
incremento en la actividad de los receptores de estercides
en estas celulas. Esta posibilidad es reforzada por 1a

disminucion conjunta, en la actividad libre e intralisosomal
de éstas enzimas, la cual muestra la presencia de un
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mecanismo activo de regulacidén en su distribucidn ¥y sintesis
intracelular

Estudios citoquimicos en foliculos ovaricos de la rata
muestran la presencia de fosfatasa acida -en las células de

1a capa granulosa como en las céluias de la teca- en las
vesiculas densas, grandes y escasas, y poco frecuente en el
aparato de Golgi.

Las células estercidogénicas ,celulas de la teca,

siempre contenian mayor actividad de fosfatasa &cida en el
aparato de Golgi, con !o que puede proponerse que el sistema
lisosomal ovarico puede estar involucrade en algunos
aspectos da la asteroidogonesis. Es muy probable que los
resultados obtenidos en este trabajo, sobre la actividad de
la sulfatasa en los foliculos ovaricos de la cabra, apoyen
ésta hipotesis. Se puede especular que el sisitema
Iisosomal estd {nvolucrado en disponer a Jos sustratos
accesibles para la sintesis de esteroides o en facilitar la

secrecién de los mismos. La primera de esas posibilidades
€8 ha propuesto como un mecanismo esteroidogénico para la
glandula adrenal. Szabo y colaboradores (143), observaron

que los patrones de distribucién lisosomal en las células
adrenales mostraban que esos organelos, disponiendo a los

sustratos mas accesibies para la esterocidogenesis, se
asociaban con las inclusiones lipidicas.

' E} ®fecto del trateaatiento gonadotréfico sobre la
distribucién subcelular de Jas actividades de algunas
enzimas lisosomales en los ovarios de ratas {nmaduras, ha
demostrado que las actividades de fosfatasa Jdcida vy

catepsina aumentan significativamente 5 horas después de la
administracidén de 20 Ul de PHSG y 16 horas después dal
tratamiento adicional con 40 Ul de Gonadotropina Corlonica
Humana (hCG). La posibilidad de que las actividades de
fosfatasa &cida y catepsina puedan ser Iimportantes en la
fisiologia ovarica se apoya por las actividades especificas
tan altas (actividads/mg de proteina) encontradas en el
ovario, comparadas con las de otros tejidos (39).

Se ha demostrado que la LH y la hCG promusven la
labilizacién aguda de los lisosomas ovaricos con una marcada
liberacion de enzimas lisosomales cerca del valor Dbasal
(39,119,124), as{ como un retrazo en el aumento retardado en
el nGmero de lisosomas (48). Puesto que la actividad de la
fosfatasa Acida y la N-acetil-g-D glucosaminidasa en las
celulas de la capa granulosa disminuyd con relaciédn al
cracimiento folicular, es posible que la LH y hCG actdGen
seiectivamente sobre las células de la teca. En este caso,
el perfodo (fina! del! crecimiento folicular se acompafla no
solamente por un {incremento en la actividad libre de éstas
enzimas, sino, también por un incremento en las actividades
unidas y totales lo que muestra un incremento en el namero
de lisosomas que contlenen éstas enzimas. E! comportamiento
de la aril-sulfatasa fue distinto y por lo tanto pueds ser
regulada por otro mecanismo.
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CONCLUS1ONES.

Rahi y Srivastava (124), han propussto la posibilidad
de que Ioa incrementos en (a actividad de ias hidrolasas
4cidas del follculo ovar{co pueden ser importantes en el
process de la ovuiacldn, en la capacltacién y en la
fertilizacion, Se ha postulado que )s descomposicitn del
tejido conective en el apice de 1a pared folicular, un
prerrequis{to esencial para 1a ruptura folicular, depende de
la mctividad hidrolitica (17,22). Debe tomarse en cuenta
que @stos increwentos no se observaron al menos en la cabra:
~nt en el if{quide folicular, ni en las células de |a capa
granulosa-, pero podrtian retlejar princlpalmente un

-incremento en las enzimas lisosomales ds las células de la
teca. Sin embargo, no es cilaroc s! las enzimas lisosomales
contribuyen a esta degradacidn del tejido. Por Jo tante, su
participaci®dn en los procesos mencionados puede considerarse
remota.

De nueatros resuitados puede concluirse que las

enzimas iisosomales estan presentes en todos tos
compartimentons ¥y estadios de) crecimiento folicular de la
cabra adulta, que sua cancentraciones varian de acuerdo ai
desarrolio follcular, Yy que los estadios finaies del

crecimianto tolicufar ae acompaflaron de un auaento en el
ntmero de llaosomas en las céluisag de s teca, asi como por
la liberaci{dn substancial de la actividad hidreolitica dentro
de) compactimento libre de estas celulas. Por io tanto,
patece razonable praopaner gque log 1lagaomas, en Jos
tibroblastos de la teca, pusden tener un papel importante en
la degradacion del! tej{do conectivo en la pared folicular
durante ia ovulacién.



APENDICE.

12.1 SOLUCIONES EMPLEADAS PARA EL TRANSPORTE Y
HOMOGENEL1ZACION DE LOS OVARIOS.

Reactivos:
1.- Cloruro de sodio (0.15 M),
2.- Sacarosa (0.25 M; pH = 7.4).
3.- Amortiguador de acetatos (0.1 M; pH = 4.5).

Preparacion de Reactivos:
1.- Cloruro de sodio (0.15 H).
Disolver 8.8 g de cloruro de sodio en agua destilada, aforar
a 1000 ml.
2.- Sacarosa €(0.25 M; pH = 7.4).
Disolver 21.38 g de sacarosa en 200 ml de agua destilada,
ajustar el pH por 1a adicion de paquafias cantidades de
trietenclamina y aforar a 250 ml.
3.~ Amortiguador de acetatos (0.1 M pH = 4.5).
Disolver 23.1 ml des acldo acético glacial en agua destilada,
aforar 2 100 m! (solucidén A), disolver 3.28 g de acetato de
sodio en 680 ml de agua destilada, aforar a 100 ml (solucidn
B). Tomar 30.0 ml de la solucién A mas 20 m! de la solucion
B, el PH debe ser 4.5, si no, se debe ajustar con  una
soluclion de hidrdxido de sodio y finalmante aforar a 100 mi.

12.2 PREPARACION DE REACTIVOS PARA LA CUANTIFICACION DE LOS
DIFERENTES METABOLITOS

Cuantificacion de Proteinas: (84),

La cuantificacidn de proteinas, se basa en el complejo
colorido formado por el cobre del reactivo de la solucién 2
con los enlaces peptidicos de las proteinas. La intensidad
del color es proporcional al numero de enlaces peptidicos
presentes.

Reactivos:
1.- Carbonato de sodio (2.0 %), tartrato de sodio y potasio
(0.02 %) en hidrdoxido de sedio al (0.1 N).
2.- Sultfato de cobre 5 H,;0 (0.5 %),
3.- Solucidn cupro-alcalina. (1:51).
4,- Reactive de Folin Cioccalteau (Harleco) (41:3).
S.- Albamina sérica bovina.

Preparacidén de Reactivos:
1.~ Carbonato de sodio (2.0 %), tartrato de sodioc y potasio
{0.02 %) en hidrdxido de sodio al (0.1 N). (Soluecién 1).
Disolver BOO mg de Mhidroxido de sodio en agua destiiada
(recien hervida para eliminar el CO, que captéd del medio
ambiente), aforar a 200 ml. Disclver 2.0 g de carbonato de
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potasio y 20 mg de tartrato de sodio y potasio en hidr6xido
de sodio 0.1 N y diluir a 100 ml.

2.- Sulfato de cobre 5 H:0 (0.5 %). (Solucidn 2).

Disolver 250 mg de sulfato de cobre 5SH:0 en agua destilada
y diluir a 50 ml.

3.~ Solucidn cupro-alcalina 1:51 (Selucidan 3).

Mezclar 50 volumenes de la solucién 1 con 1 velumen de la
solucion 2. en el momento de usarse. :

4.- Reactive de Folin Ciocalteau (Harleco). (1:3).

Disolver 1 volumen del reactivo de Folin con 2 volumenes de
agua destilada en ¢l momento de usarse.

5.- Albamina sérica bovina.

Disolver 15 mg de albtmina sérica bovina con agua destilada
y aforar a 5 ml, diluir 1:10 con agua destilada para obtener
una concentracion de 300 pg/ml.

Para la curva estandar se utilizé albamina serica
bovina liofilizada (ver Curva "A"). E] color obtenido de la
reaccién en este metodo sigue la ley de Lambert-Beer
unicamente cuando la concentracién protefica esta en el rango
de O a 100 ppg/sitema, despues de esta concentracion pierde
la linearidad y la recupera entre los 100 y 500 pg/sistema.
Por este comportamiento ¥ dado que los limites de
concentracion mane jados en la curva estandar fueron de 15 a
90 ug/sistema, cuando las muestras problema mostraron una

lectura mayor a la del altimo punto de la curva fue
necasarioc repetir la cuantificacién con una alicuota de
mener volumen, igualmete, cuando la lectura fue menor a la

del primer punto de la curva, se repitio el, experimento con
una alicuota de mayor volumen.

Cuantificacidn de Hemoglobina:(30)
Reactivos:
{.~ Benzidina (1 %) an acido acético al (90 %},
Z.- Peroxido de hidrdgeno (1 %).
3. - Acido acetico (2.0 %J.
4.- Estandar de hemoglobina. (HYCEL).

Preparacion de Reactivos.
1.- Benzidina (1 %) en acide acetico al (90 %X).
Aforar 9.02 ml de 4acido acético glacial a 10 ml con agua
destilada. Disolver 100 pg de benzidina con 1a solucién
anterior.
2.- Peroxido de hidrégeno (1 %).
Aforar 29.84 m! de perdxido de hidrégeno (3.34 X) a 100 ml
con agua destilada.
3.~ Acido acético (2.0 %),
Aforar 2.0 ml de 4cido acético glacial a 100 ml con agua
destilada,

4.- Estandar de hemoglobina. (Las ampolletas empleadas
contenian 800 pg/m! de hemoglobina, para usarlas en la curva
estandar se hizo una di{lucidén 1:40, por lo que la

concentracion final fué de 20 pg/ml.).



Para la curva estandar se tomardn alicuotas de 10 hasta
50 put, (ver Curva B) las cuales equivalen a concentraciones
de 200 a 1000 ng/sistema.

Las actividades enzimaticas s midieron
fluorormétricamente siguiendo |a metodoiogia descrita por
Rosado y colaboradores (126)

Cuantificacion de fosfatasa acida.

Reactivos:
1.- 4~Metil-umbeliferil-fogtato (5 mM).
2.- Amortiguador de acetatos (100 mM; pH = 4.8).
3.- Amortiguador glicina-NaDH (1.0 H; pH = 10.5).

Preparacidn de Reactivos.
1.~ 4-Hetil-umbeliferil-fosfato (5 aM).
Disolver 12.5 mg de 4-metil-umbeliferil-fosfato en agua
destilada y aforar a 10 ml,
2.- Amortiguador de acetatos (100 mM; pH = 4.8).
Disolver 23.1 ml de acido acético Glacial en agua destilada,
aforar a 100 ml (Solucion 5), disolver 3.28 g de acetato de
sedi{o en agua destilada, aforar a 100 ml (Solucion 6).
Tomar 20.0 ml de la solucién 5 mas 30.0 ml de la solucidn 6,
e! pH debe ser 4.8, si no, se debe ajustar con una soclucidén
de hidréxido de sodio y finalmente aforar a 100 ml.
3.- Amortiguador glicina-NaBOH (1.0 M; pH = 10.5).
Disolver 3.0 g de glicina en 80 ml de agua destilada vy
aforar a 100 ml (Solucion 3), disoiver 800 mg de hidroxido
de sodio en 40 ml de agua destilada y aforar a 50 ml
(Solucion 43, Tomar 50 mil de ia solucion 3, adicionar 38.8
ml de la solucidn 4, el pH debe estar proéximo a 10.5, si no,
se debe ajustar con una solucion de hidrdédxido de sodio y
finalmente aforar a 200 mi,

Cuantifi{cacidn de 4-Metil-umbeliferil-N-p-D-glucosaminidasa

Reactivos:
1.- 4-Metil-umbeliferil-N-g-D-glucosaminido (5 mM),
2.~ Amortiguador de citratos (100 mM; pH = 5.0).
3.- Amortiguador glicina-NaDH (1.0 M; pH = 10.5).

Preparacién de Reactivos:

1.~ 4-Metil-umbelifer{!-N-g-D-glucosaminido (5 mM),

Disolvar 18.9 mg de s4-metil-umbeliferil-N-acetil-B8-D-
glucosaminido en agua dest{lada y aforar a 10 ml!

2.- Amortiguador de citratos (100 mM; pH = 5.0).

Disolver 2.10 g de acido citrico en 40 ml de agua destilada,
aforar a 50 m! (Solucién 1)., disolver 5.88 gr de citrato de
sodio en 80 m! de agua destilada y afoerar a 100 m! (Soluciodn
2)., Tomar 20.5 ml de la solucidén 1 mas 29.5 ml de la

4
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solucion 2, el pH debe ser 5.0, si no, se debe ajustar con
una solucién de hidréxido de sodio y finalmente aforar a 100
al.

3.- Amortiguador glicina-NaOH (1.0 M; pH = 10.5).

Disolver 3.00 ¢ de glicina en 80 mi! de agua destiiada y
atorar a 100 ml (Solucion 3), disolver 800 mg de hidréxido
de sodio en 40 m! de agua destilada y atorar a &0 ml
{Sotuciodn 4, Tomar 50 ml de la solucién 3, adicionar 38.6
mi de la solucién 4, e! pH debe estar préximo a 10.5, si no,
se debe ajustar con una solucién de hidréxido de sedio y
finaimente aforar a 200 ml.

Cuantificacion de aril-sultatasa.

Reactivos:
1.~ 4-Metil-umbeliferil-sulfato (S mM).
2.- Amortiguador de acetatos (100 mM; pH = 4,8).
3.- Amortiguador glicina-NaOH.(1.0 H4; pH = 10.5),

Preparacion de Reactivos.
1.- 4-HMetil-umbeiiferil-sulfato (S5 mM),
Disolver 14.7 mg de 4a-metil-umbeliferil-sulfato en agua
destilada, aforar a 10 ml,
2.~ Amortiguador de acetatos (100 mM; pH = 4.8).
Disolver 23.1 ml de acido acético glacial en agua destilada,
aforar a 100 m! (Solucién 5), disolver 3.28 g de acetato de
sodio en agua destilada, aforar a 100 ml (Soluclidan 8).
Tomar 20 wml de 1a solucitn 5 maés 30.0 m)! de la saluci6n 6,
el pH debe ser 4.8, si no, se debe ajustar con una solucién
de hidroxido de sodio y finalmente aforar a8 100 ml.
3.- Amortiguador glicina-NaOH. (1.0 M} pH =2 10.5).
Disolver 3.0 g de ¢glicina en 80 mi de agua destilada y
atorar a 100 ml {Solucion 3), disolver 800 mg de hidrdxido
de sodio en 40 @l de agua destilada y atorar a 50 ml
(Solucidn 4. Tomar 50 ml de !a solucion 3, adicionar 38.6
ml de la solucién 4, el pH debe estar proximo a 10.5, ai no,
as debe ajustar con una solucidn de hidréxidc de sodio y
tinalmente atforar a 200 ml,

Equipo:

Balanza Analfitica E. Melter.
Potencidmetro Expandaomatic S$5-2.
Micrescépio Estereoscépico American Optical.
Homogenizador Potter CAFRAMD Stirrer Type r-2r-1-64.
Centrifuga Clinica Sol-Bat.

Cantrifuga Refrigerada 1EC B - 20 A.
Espectrotlurdmetro Perkin Elmer MPF-3L.

Espectrofotémetro Coleman Jr.
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