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INTRODUCCION

En mamiferos el desarrollo del folfculo ovdrico y su -
diferenciacién constituye un proceso altamente integrado y-
sélecto. BEsto filtimo evidenciado por las diferventes etapas
ﬁ través de las cuales se desarroila el folfcule y al hecho
de quelsolamunte un nimero pequeiie del total de 12 pobla---
¢idn de foliculos llegan a un completo desarrollo. Lua fase
terninal del ¢recimiento folicular se lleva a cabe normal--
mente en asociacién con el proceso ovulatorie ¥ en respues-
ta 2 una estimulacidén de las hormonus gonuadortréfiicus. Los-
folfculos completamente maduros ¥ desarroilades se carvacte-
rizan por la prescencia Jde componentes semitices que recu---
bren 21 foliculo capaces de realizar la esteroidoglnesis y-
la presencia de évulos cuva divisidn meidtica estd derenida
en la profase. En base a lo anteriormente exXpuesto, sSc¢ pug
de sedalar que los procesos locales interoviricos ¢ incrafg
liculares juega un papel sumamente importante en la madura-
cién del Svulo ¥ en la diferenciacidén folicular, sin que en
la actualidad se conozcian los mecanismos que gobicrnan di--

chos procesos.

As{ mismo, una de las etapas Jel crecimiento folicular
I1a constituye la acumulacién del liquide folicular dentvro -
del folfculo ovérico; sin que a la focha se conozca con - -
exactitud el proceso fisiolédgico ¥ celular involuerado en -

dicha acumulacién. Sin embarge, sc ha descrito gue el 1{--



juide folicular sufre cambios muy importantes en sus propie-
lades ff{sicas };quiﬁicns que aparentemente son trascendenta-
les para su acumulacién en el folfeulo y por ende, en el pro

Seso del_cfd;ﬁﬁ;enﬁo‘fuliéulur.

Es'porflajgdnﬁo iﬁpuffdntc que se considere ¢! liguido-
:Eo}iéulqr cdmé un complejo formado por los componentes del -
sﬁéfoiy:ids'sqcrpcioncs sintetizadas por ¢l foliculo, pov la
cual, el 1£quid§_fulicu1ur no s¢ pucde consideruar ccmo un -
simpié trasudado de la sangre come se¢ pensé alguna vesz. Es-
to Gltimo determinade por el uso de diversos métodes analfei
2os que han repertade al liguideo folicular come una selucidn
cuva composicibn quimica es sumamente compleja y en donde al
junos compucstos quimicos son purccidos en camposicibn ¥ con
zentraci6n a los reportados en el suevro: carbohidratos {(Lut-
wvakeMann 1954), protefnas (Shivers, et al, 1964; McGuughey ¥
Janiel 198725 Pascus, et al, 1971; Manarang-Pangan v Mevge, -
1971), lipidos (Zachariae y Jensen, 1958), esteroides - - -
Qﬂcxerns, 1969, Sommervilie, 1969), gonadotrapinas (Eshkel,-
2t al. 1970 y Chang, et al, 1975), nucledtidos ciclicas - -
(Chang, et al. 1976), glicosaminoglicanes (Iachariae y» - -
Jensen, 1958) y iones come sodio, potusio, calcio y magnesio
(Shalgi, et al. 1972: Lutwak-Mann 1954; Pascus et al. 1969).
En lo tocante a los iones, existen muy pocos estudios que e
tablezcan su copcentracidn; asi como su posible participacién
durante las diferentes etapas del desarrollo folicular. Sin
emoargo, eon el lfquido folicular del cerdo se ha reportade -
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que eﬁ gran parte 1os.ioncs mohovaientcs son las que decer-
minan la presién osmbética del foifculo, estableciende que -
el potasio cstd en una concencracién de 15.9 aM (x7=5.2 mM-
en suere y ¢l sodio de 125.4 mM 142.6 mM en el sucro). En
lo referente a los iones divalentes sdlo existen reportes -
cn 165 bevinos en dende los valores del liquide foliculur -
son similares a los Jdel suero (Lurwak-Mann 1834, Pascus y -
colaboradores 1969), Curiosamente, cen lo jque respecta al -
calclio, existen pnumerosos estudios gque involucran a4 este -
clemente como un factor esencial durance la aaduracidn fo--
licular y nuclear del ovocito de invertchrados (Steinharde-
et al. 1974, Schuetz 1875, Boker » Whitaker 1978, Gilkey et
al. 1978) y de algunos mamiferos (Tsafriri v Bar-ami 1978,-
lLeibiried y First 1979, Paleos y Powers 1980, 1981; Sato ct
al, 1980, Jagiello et al, 1982}, cuande la maduracién ha si
do inducida a zravés de 1o maduracidén con progesterona. Ade
mis, se ha demestrado también que la presencia del caleio -
es esencial pava el rompimiento Jde la vesicula germinal, via
bilidad del bvuie y la formacién del cuerpo polar en los évu
los de cerdo ¥ ratén (Palcos y Powers 1980, Sate et al., - -

1980).

Por lo tanto, este trabajo tiene como prepdsito: A) -

- . ++ *
Evaluar la relacidn entre las concentraciones de Ca |, Mg *

In*7, Fe*” y 1u de proteinas durante el Statu Quo Folicular.

B} Elucidar los cambios en Cu++, MetT, 2n‘+, Fe*® total du-
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range 1a maduracibn folicular y su posible relacibn al tama
o y volumen fo_liculr.qr.i' €) Evaluar. la relacién entre el ni
mero de célulus de la granulesa y cl rtamafo-volumen folicu-

iar.



ANTECEDENTES.

Chang (1953), hizo estudios en &Gvulos obtenidoes de co-
nejas no apnrcadns,'seudoprcﬂadas y prefiadas, los cuales -~
fueron cultivades en suero dilufde de conejo o transferidos
a las troﬁpas de falopie de conejus scudoprefladas:, apareca--
das o inseminadas artificialmente para estudiar la axdura--

cidn, fertilizacidn o actividad del évulo de maniferos.

Se menciona gue cuando los Svulos fueren culrivades en
el suero dilufdo de conejas, la muduracidn nuclear (la for-
macidn del primer cuerpo polar), fue observada en lid mayo--
ria de los évulos cultivados sin tener en cuenta ol ovigen-
del 6vulo. El tiempo de maduracién fue el mismo que el del
érulo in situ después de lu copulacibn; &sto os, se observé
la formacidn de térradas o el uso de la primera maduracidn
alrededor de 6 loras después del egultivo v la formacidn del
primer cuerpe polar antes de 10 horas de cultivo, Pero - -
cuando los évules fueron transferidos a las trompas de cong
jas no apareadas o seudoprefiadas, la maduracibén Je los Gvu-
los también se llevd a cabo como los del cultivo., La divi-
sién de los 6vulos transferidos fue bastante comin (14 - -
235}, v un 4% de los Svulos transferidos se desarrollavon -
como blastocistos partencgenéticos 6 dfas despuls » cuando-
los évulos mantenides a 10°C durante un dia y transferidos-
solo el 1% se desarrolld como blastocisto. Cuando los évu-
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los fucron transferidos a las trompas de una conecjd apsirea-
da alrededor del 355 de los dvulos llegaron a ser ferciliza
jos eventualmente y la fertilizacidm no ocurrid después de-
haber sido transferidos, mis bien despufs de la formacién -
Jdel primer cuerpo pelar. Cuande se transfirieron a las - -
trompas de conejas inseminadas artificialmente, el porcenta
Fe de fertilizucidédn fue relativamente bajo (193%), probablce-
mencte debido a lua carencia de la estimulacién de la gonado-
sropina o al tratamiente con progesterona de las conecjus re
ceptoras. La proporcidn de dvulos lertilizados fue muy al-
ta (81%). Cuando los évulos Fucron cultivados por 12 horas
v transferides, s6io 1 de 39 Svulos de éstos se desarrolld-
en una cria normal v s6lo 2 de 17 dvules fertilizados y - -
transferidos cn concjas apareadas se desarrellaron en crfas
normales; una gran proporcién Je Svulos transferidos, los -
cuazles fuereon transferidos eventualmente, sc desarrolluaron-
ent varios estados durante el desarreileo. La adquisicidn y-
desaparicién de la fertilidad v el factor determinuante pura
el futuro desarrollo normual de Svules fertilizudos son con-
siderados e¢n conjunto como una propiedad fisioldgica del

ogoplasma, mas bien que de la maduracibn nuclear dJdel 6vulo.

En un trabajo en donde se¢ estudid la composicidn de -
calcio y proteinas del ligquido folicular del cerde en rela-
cién al tamaio del foliculo, sc cncontré que cl velumen del
liquido folicular vy el peso del folicule ovirico disecado -
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presentaba una alta correlacidn: ¥ esta correlacidn fue usa
da para determinar cl tamitfic de los folfculos no disecados.
También midieron la concentracidn de sodio, potasio, calcio
¥ proteinas en el liquide folicular; temado de foliculos -
oviricos Jde varios tamafios. La concentracién aM de los dtp
mos que encontraron en el liquido folicular fue Na” (125.1:
1.5), X7 (15.2 T 0.06) v €a”7 (2.33 T 0.04). LA concentri--
cifn de proteinas en el liauido folicular fue Jde 65 mg/ml.-
Observaron que la concentracién de los {ones ¥ las proteinas
permanccid estable en todes los foliculos de diferente tama
fio que fueron analizados: aunque todos los componentes pro-
segntaron una correlaciédn negativa con el incremento en =1 -
tamafo del folfcule ovdrice. Cuando analizaron la concen--
tracidn de K- con los foliculoz mis grandes, cncontriiion la-
mitad de 1a concentracién de la que se ha observade en les-
otros folfculeos, Cuando realizaveon un andlisis de regresidn,

-

N . . . . . .+ .

fste indicb que la disminucidn de &7 v Ca™" fucron estad{s-
ticamente significativas v cuando los foliculos del ovarie-
se incubaron en solucifn salina fisiolbgica (NaCl 94) obser

varon una pérdida de ioncs calcio del tiguido folicular,

Con ecstos Jdiatos se sugiere que una parte del crecimien
to folicular ocurre sin marcadons alteraciones en la concen-
tracidén de la osmolaridad le los ftomos activos Jde Na™© v x7,
Sin embargoe, ellos también postulan que 105 niveles ecleva--
dos de los Atomos de potasie en ¢l liquido folicular pueden

indicar qué mecanismos de secrecién estdn involucrados en la
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ﬁcumulucién,dcl_liquido-Eol;:ular,(5chuefz'y Anisowic=, -

19747,

McGaughey [1975]”rédli:6 dﬁﬁiisis de elecrroforesis yv-
fiizracién bn‘gel.pnrnrcﬁmparaf 1a concentracién ¥ composi-
cién dc.proteinas-en el suero de cerdo en los folfculos - -
grandes, pequenos y en los foliculos de ovarios cisticos de
cerdo, El resultado de estos anfilisis sefalun que ol Lfqui
do tolicular de los foliculos grandes, pequefios y el fluido
cistico tuvieron uni concentracidon mds baja que el toral de
proteinns encontradas en el suero. Ademds, todo el lfguido
folicular tuvo una concentracién mds aley de albdmina que -
en el suero, encontrdndose en mavor cantidad las alfa-globu
linas ¥ en menor cantidad las gamma-glebulinas v en la mayo
ria del ligquido de los foliculos pequeiios mostriaron una al-
fa-glebulina de migracidn ripida, la cual estuvo ausente en
1a mavoria de tos foliculos grandes que mostraron una alfa-
2lobulina de migracién lenta v no se observd en el 1{quido-
de 1a mayoria de los feolfcules pequefies. También se obser-
vé gue la maduracidn del Svulo in vitro ocurrié en un medio
que contenfa 1iquido de los folicules pequerios, cuyos Svu--
los enddgenos habfan permanccido en el estado de vesicula -
germinal. En una cantidad del fluido de los folfeules grap
des que contenian Svulos inmaduros cuando se reguperaron,-
12 maduracién de estos Svulos fue toralmente inhibida - -
in vitre., TPor lo tunto, el lfiquido d4e los felfculos de cer
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do en difercntes estados fisiolégicos mostraron diferencias
en sy putrdn de protefnas, el cual puede estar relacionade-

con la maduracidn del Svulo.

Para conacér el mecanismo preevelatorio y ovulutorio -
en la maduracidén del dvulo, sc propone que el estudio de -
los efectos de las gonudotropinas en el cumulus ¥y en el dvu
lec o e¢n los folfcules completos in vitre ofrccen una bucnu-
herramienta para comprender el mecanismo Jde la maduracidn -
del Svulo ¥y la hablilidad que tienen los rfeliculos de dife--
rentes tamafios para responder a4 las gonudotropinas ¥ al pro
cesa de atresiu.  Ademds el origen de crias nermales de Svu
los intrafoliculures maduros in yvivae, proporcionaron prue--
bas que para las técnicas in vitre son valiosas, ¥Ya que man

tuvo la integridad folicular durance todo el periodo de cul

tive {Thibault et al. 1975}.

Chang y colaboradores (1976), estudiaron la composi---
cion quimica del liquido felicular porcine en diferentes es
tados de desdarrollo del folfculo., De los andlisis reperta-
dos descubrieron que la glucosa aumenta ¥ las concentricio-
nes Je fosfatasa alcalina, transaminasa glutdmico-exalacéti
co, f8sforo y calcio decrece con la maduracidn folicular, -
También reportaron que los triglicéridos, fosfolipidos ¥ co
lesterel estdn presentes en menor concentracidn en el liqui
do folicular que cn el suecro y disminuyven su concentracidn-

con la maduracién del folfculo. Ademis el suero porcino
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cdn:iene lipoprotefnﬁs de muy baja ¥ alta densidad; pero so
lo estas dltimas fuecron encontradas en el Ifgquide folicular
con una concentracién mds baja que el total del colesterol-
presente en el sueroc, El andlisis de las enczimas coleste--
roel éster hidrolasa disminuyé con la maduracidn folicular -
siendo 1.0, 0.1 v 0.06 Pmeles/mg proteinashora para los fo-
licules peytefos, medios ¥ grandes respectivamente, mien---
tras gue la actividad de 1a lecitfn-colesterol acetiltrans-
ferasa no cambid con la maduracidn folicular, Por otre la-
Jde, la taurina, fcide aspirrico y» glutdmico, asparagina mas
glutanmina, prolina, glicina, aluninw, fcido alfa aminoadipi
<o, cistefna, metionina, rirosina, fenilalanina, lisina, ar
ginina, fosfoeranolamina, treonina, fdcide alfa-amino-n-butf
rico v beta alanina mostraron una disminucién progresiva en
la cencentracidn con la maduracién folicular, pero presenta
ron una concentracidn mds alta en el liquide folicular que-
en el suero ¥ sdle la eirrulina, ornitina » carnesinu tie--
nen una concentriacién mds baja en el lfquido feolicular que-
en el suero ¥ por Gltimo, también encentraren que las con--
centraciones del AMPe, progesterona, estrégenos y testoste-
rona tienen unm aumento progresive cen la maduracidn folicu-
lar sn donde la magnitud del cambio en térnino del conteni-
do folicular para el escrégeno fue 300 veces para el folfcu
lo mids grande y pava la progesterona 22 veces para el folfcu

lo mis pequeiio.
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En el estudio dc 1a maduracidn en los 6vules de hims--~
ter se enuontré que cuando los Foliculos preovula:or105 de-
cstos animales fueron cultivades in vitro, los évulos qucdu
ton cn el estade Jde vesicula germinal y la detencibn de la-
maduracidn fue en parte superada por el lavado de los fo---
1iculos después de su cultive o por la adicién de LH 21 me-
dio. El efecto roversible de ta LH en Svulos inmadures fue
también inducida on &vulos aislados al culrivavrlics con el -
cumulus cophorus o con el liquide folicular Je hidmster co--
leeztado antes de la maduracién v el cfecto inhibitoriec del-
ligquido folicular no fue cspeocie-especifica, va gue la inhi
bicidn del efecto reversible de la LH fue solo producida -
por el liquide folicular de origen bovino. Tanmbidén prescen-
tan la evidencia en la que la inhibicién es debida a un pép
tido 14bil al caler; con un peso meolecular entre 1000 y - -
10,000 v que la LH tal ves induce la maduracidn del Svulo -
actuandes sobre cl misme, asi gque &ste ya no c: sensiblic al-

inhibidor (Gwatkin y Andersen 1976},

En 1977 McGaughey hizo estudivs en los 4vules inmadu--
ros de porcine en el estado de vesicula germinal, los cua--
les fucron cultivades eon unh medio que contenf{a ya scea albd-
mina de sucro bovino, polivinilpirrolidona o dextrdn T 70 -
como complemento macromelecular; tambidn cultivéd Svulos ma-
duros y desnudes {sin células de 1a granulesa) en ¢l mismo-
medio pero c¢on unid pequefiz cantidad de polivinilpirrolidona.
Ovulos maduras ¥ desnudos en una incidencia dptina fueron -
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eultivados en un _mcdio‘c.on una osmolaridad caleculada de -

185 mOs¥M, Los 6vulo$ sufrieron una maduracién degenerativa
{por ejemplo: évulos en maduracién presentaron una cromati-
na granular) o una 1n#idcncin reducida de maduracién en el-
mnedio conteniendo concentraciones disminufdas o incrementa-
das de NaCl o de todas las sales tnorgdnicas, en relacibén -

al medioc de control.

Para el estudio del efecto inhibitorio del ligquido fo-
licular humano en la maduracidn Je los Svulos de cerdo en -
cultivo se colectd lfquido folicular humano Jde fFoliculos de
5 - 15 mm. de ovarios por laparotomia, apgregando llquido fo
licular humane o una fruccidn de bajo peso molecular del -
mismo medio de cultivo; se encontrd que si inhibidé lu mudu-
racidn espontdneca del Svulo rodcado de cumulusyde porcino, -
También se¢ encontrd que cl 1igquide folicular humano inhibid
la secyecidn de progesterona por luas céluluas del cumulus. -
En otras especies de mamiferos indican que también en el hy
mano, un inhibidor especifico es responsable para mantener-
al évulo en unu meiosis detenida (ilillensjo y colaboradores

1978).

Van Blerkom y McGaughey (1978) realizaren cstudios so-
bre la maduracién del citoplasma y del nificlec culrivado - -
in yitre ¢ in vive por medio de criterio citogenérico y - -
clectroforético. Los resultados ne solo indican que la ma-
duracién in vive come in virro son directamente compara---

——
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bies cuando san abservados en e¢lectroforesis bidimenslonal.
cen gel de pelincrilumida de alta resolucidn que (1) ambos -
cambios cuantitarives y cualitatives en el parrdn de la sip
tesis de pelipéptides ocurren durante la maduracién (2), -
que estos patrones son directamente ceomparados en dvulos -

que han sido maduros in vive 0 in vitre ¥ {3) que cada esty

do de maduracidn estd ascciado con la aparvicidn de polipdp-
tidos especificos en el parrdn auterradiogriiico v deducen-
que las mavores diterencias enrre los Svulos maduros baio -
estas dos condiciones son: 1) que varios polipdiptidos ne -
aparecen en 1a maduracién del! évule in virre, en ¢l momento
que si son detecrados in vive ¥ 1) que la sintesis de algu-
nos polipéptidos es prolongada in vitro conmparade 2 la madu

racién del $vulo in viva.

En el estudio de lua composicidn de los elementeos en 1

{r=n

quldo anrtral de conejo, se rcalizaron microandliicis para d

I

M - - - - *
terminar las concentraciones de Na L1+, X, Lu‘+, Mg ‘, -

S v P en mucstras de 1{quido foligular, suero venoso -
ovfirico y sucro venoso peritérica obtenide de concjas virge
nes a intervalos de 2 hasta 10 horas después de la inveccidn
de HCG, durante estas 10 horas, lu composicidn de los ele--
mentas del liquide folicular fue el misme que el suero san-
guinco, No obstante, el calecio mostrd una significante caf
da en el l{guide tolicular en relacién a la sangre durante-

el periodo de 10 horas ¥ ésto puede estar relacionado con la

¥
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Lles cuando son obscrvados en ¢lectroforesis bidimensional.
en gel de poliacrilamida de alta resolucidn que (1) ambos -~
cambios cuantitativos y cualitativos en el pacrrén de la sin
tesis de polipéprides ocurren durante la maduracién {2), -
que estos parrones son Jdircctamente comparados en Svulos -

que han sido maduros in vivo o in virro ¥ (3) que cadu st

do de maduracidn estd aseciado ¢on la aparicidn Je polipép-
tidos especificos en el patrén autorradiogrifico v deducen-
que las mavores diferencias entre los dvulos madures bajo -+
estas dos condiciones son: 1) que varios polipdprides pe -
aparccen en la maduracidn Jdet dvule in vitro, en el momento
que 5{ son derectados in vive v 2) que la sintesis de alygu-
nos polipdptides es prolengada in vitro comparade a la nmadu

racién del Svulo in vivae.

En el estudio de la composicidn de los clementos en 131
quido antral de conejo, se realizaron microandlisis para de

. . g * " -
terminar las concentraciones de Na®, €17, K", ca™”, Mg R

5§77 P on muescras de 1fquide folicular, suere venoso -
ovirico y suero venoso periférico obtenido Jde concjas virge
nes a intervalos de 2 hasta 10 horas despulés de la inyeccidn
de HCG, durante estas 1o horas, la composicidén Je los ele--
mentos del liquido foliceular fue el mismo que el suero suan-
guineo. No obstante, ¢l calcio mostré une significante caf
da en el 1{guido felicular en relacidn a la sangre durante-

el periodo de 10 horas ¥ ésto pucde estar relacionado con la
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regulacidn de la maduyracidn del Svulo. También sc encontra
. "
ron diferencias significativas en las concentragiones de K

¥ ?'" cntre los folfculos del conejo (Burgovac v colaboradp
“pres 1979).

Ainswarch } golaboradores (1980), trataron cerdas pre-
pubertales con 750 UI de gonadocrropina de suero Jde yegua -
preiada (PMSG) ¥ 72 horas después con 500 Ul de gonadorropi
na coridnica humana (HCG) pura inducir el crecimiento foli-
cular y» la ovulacidn., A un grupo de 4 & 3 cerditus se les-
practicé laparotomia y» 24, 28, 72, 76, 38, 90, 102 & lug ho
ras despulbs del tratamiento con PMSG, ol liguido folicular-
fue aspirado dJde los foliculos en crecimiento, En la mayo--
rfa de los cases el Ifquido felicular colectado de cuda ova
rio en cerdas individuules fuee juntado y la concentracidén -
de estrena (EIJ. estradiol-17 beta (EEJ. androstendiona (A)
testosterona + 5 alra-dihidrotestesterona (T+DHT) v proges-
terona (P) se determind on cada muestra por radioinmunoensi
vo. Las concentraciones de A ¥ T+DHT eon ¢l liquido felicu-
lar permunecieron relativuamente constantes Jurinte todo el-
desarrollo preovulatoric de los felfculos de Grawf, la con-
centracién de El ¥ E: ¥ P aumentaron hasta las 72 horas des
pués de Ia administracién de PMSG siguiendo el tratamiento-
con HCG las concentraciones de El ¥ E: en el ligquido folicy
lar declinaron ripidamente a niveles mds bajos de los obser
vados 21 horas después del tratamiento con PMSG y as{ perma
aecieron mientras que los niveles de P fueron relativamentce
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constantes hasta las 30 horas despuds de que la HCG fue ad-
ministrada y entonces aumentdron ripidamente. La reanuda--
cién de la meiesis evidente a las 16 horas después de la in
yeccidn de HCG, ceincidid con la disminucién de la concen--
tracidn de estrbgeno del liguido folicular, GEstos resulta-
dos indican que el microambicnte de los foliculos de Gruaf-
durante el crecimigento y su desarrolle sufrieron una secuen
cia de cambios ordenados en la concentracidén de hormenas cs
teroides, las cuales parccen estar moduladas por la exposi-
cidn ded foliculeo en desarrollo al estimulo de lus gonado--

trepinas,

En la determinacién del efecto del ligquide felicular -
in vitro, en la maduracidn de los &vulos de bovinos, el ii-
quido folicular fue colectide Jde foliculos de bovipnos de 2-
a 5 mm. de difimertro. El medio de cultivo fue la solucién -
salina de Hank's suplementada con 10% de suerc fetal de ter
nera (HBME) ¥ los grupos tratados fueron: HBME, NBME + 50%-
de suero fetal de ternera y HBME + 50% de liquido folicular
de bovino no se gbservaron diferencias entre los diferentes
tratamientos, as{ es que realizaron un segundo estudio usan
do liquido de dos diferentes tamafios de folfculos de bovi--
no. El medio fue TC-199 con 50% de suero de sangre de bovi
no o 50% de 1l{quido folicular de folfculos de 2 a2 548  6mm
de difimetro; nuevamente el liquido folicular no inhibié la-

maduracidén de los évulos de bovino in vitro. Se sabe que el
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liquido folicular de porcino no conticne un inhibider de -
maduracién del &vulo el cual es cfective en otras especies,
con &ste podrin demostrarse que los Svulos de bovino estdn
sujetos a la accién del inhibider de la maduracién. Los -
dvulos de bovino fueron cultivades en el medio HBME + 50%-
de suero porcino, HBM + 50% dJde liquido folicular porcino -
de 5 a 3mm de difmetro. Los dvulos de bovineo maduraron -
nermalmente en las tres situuaciones, Ni el lfquido folicu
lar de bovine, ni el de porcino inhibieron la maduracién -
espontinea del Svulo de bovino. En ¢l modelo poercine se -
cree que las cflulas de la granulosa son la fuente del inhi
bidor de maduracién y el medio mds efectivo de prevenir la

reanudacidén de 1u meiosis in wive. Se cncontraron porcenta

jes comparables de la maduracitn de los Svulos cuando fs--
tos fueron cultivados en el medio solo, o con linfocitos -
de higado o células de la granulosa. Las células de la -
granulosa in vitro ne previnieron la reanudacién de 1la me-
losis de los 6vulos de bevino. En un esfuer=zeo para acla-
rar las diferencias entre los modelos porcine y bovine, -
los autores realizaron tres estudios para verificar la ha-
bilidad de los componentes del liquide folicular de porci-
no para inhibir la maduracién de leos évules jin virro., El -
liquideo folicular cuande se encontraba en una concentra---
cifn entre los 30 y 75% en ¢l medioc de cultivo, no inhibié
la reanudacién de la meiosis eon los évulos de porcino. Las

células de la granulosa también fueron efectivas en inhi--
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bir 1la maduracibn de los Svulos in vitro (Leilbfricd y First
1980) .

Centola y colaboradores {1981), dicen que para determi
nar ¢l origen del inhibidor de la maduracidn del Svulo - -
(OMI1), fueron cultivados dvulos de porcino rodeados de cumu
lus provenientes de folfculoes medios por dos dfas; solo en-
el mecdio 199 o con Eracciones de bajo pesc molecular {2000-
daltons) del liquide folicular percino o con extractos de -
céiulas de 1a granulesa de foliculos antvales pequefios - -
(1-2mm}, medios {3-5mm) y groandes [(6-1Inm). Adends, el com
plejo cumulus-dvulo fue c¢reciendo en lua presencia de Ia - -
fraccién de bajo peso molecular de un medio condicionade de
cultivo, c¢on una suspensién de células de 1a granulosa de -
foli{culos medios; el porciento de maduracién con una por---
cién de bajo peso molecular fue significativamente menor -
(p<0.001) que la del control. Similarmente la adicidn de-
los extractos de las células de la granulesa en una dilu---
cién 1:20, tuve una reduccién significativa en el porcenta-
je de la maduracidén del Hvulo al compararlo con les contra-
les, el porciento de maduracibn después de agregar el medio
condicionade fue jgualmente veducido {p <0.001)., Estos re-
sultados sugieren gque las células de la granulesa probable-
mente sintetiza y secretan al OMI, el cual inhibe 1a madurg
cibén del 6vule in vitro ademfs, parece que el contenido del
OMI en 1as células de la granulosa decrece con los folfcu--
los maduros.

17



Para la identificacidén de brotéinns en la zena pelici-
da de cerdo ¥y conejo se aisld ia zona peldcida de Svulos ob
tenidos de ovarios de porcino y ceonejas y las proteinas de-
cada uno fueron comparadas con las del 1ligquide folicular, -
suero porﬁino y células oviricas de porcino, (incluycnde -
granulosa, cuerpo lficeo y clulas delcumulus). Realizaron-
pruebas con electroforesis en gel de una dimensidén donde de
mostraron que los pesos moleculares de los componentes im--
portantes de la zona peliicida Jde coneja son mis grandes que
los de la zona peliicida de¢ porcino, aunque ambos mostraron-
una micrsheterogencidad considerable, presumiblemente debi-
do a los carbghidratos y grupos sulfates de las proteinas -
de la zona pelficida. El método de electroforesis en gel de
dos dimensiones fue usada para determinar esta protef{na mis
¢laramente y para cexaminar la naturaleczo de esta heteroge--
neidad. Estos estudios de la zona pel@cida de porcino y cg
neja demostraron que csti compuesta de tres protcinas prin-
cipales, caracterizadas por una marcada heterogencidad en -
tamafio ¥ carga. Los aparentes pesos moleculares de la se--
Tie de protefnas aumenta cn la parte terminal 4cida del gel
de clectroenfoque debido a una alteracién del dodecilsulfa-
to de sodio, E! peso molecular de las protefnas de la zona
pelficida fueron determinadas por referencia con 1los estﬁndi
res de las proteinas del corazén de ratén y la posicidn del
punto isoeléctrico fueron comparadas usando gliceraldehido-

3-fosfato deshidrogenasa carbamilada come un esténdar inter
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no, inmunocclectroforesis cruzada de los componentes de 1o -
zona pelficida de percino sceparadas par el punto isoelécrri-
co, demostraron que las protefnas de cada serie de peso mo-

lecular son una especie antigdénica (Dunbar ot al. 1981).

Moor y colaboradores (19381), usaron las hormonas gona-
dotrfpicas individuales para examinar ¢l grado en el cunl -
-los cambiﬁs en ¢l acoplamiento intercelular entre las célu-
las somdticas y las cllulas germinales, inician la madura--
cién meifrica, regulan 1a sintesis de proreinas o alteran -
lo ultraestructura del Svule de leos bovinos. La hormena fo
lfcula estimulante (FSH 50 ng/ml) suprimié cl acoplimiento-
intercelular en ¢! mismo grado come el observado durante la
maduracién del évulo in vive, peros a una baja concentracién
de FSH mno lo hize, sin embarge, inicié lao reanudacidn de la
meiosis. Por lo contrarie, la hermona luteinizante (LB -~ -
100-300 ng/ml) invariablemente inicid la melosis en los évu
los cultivades dentro de los folfculos, pero no interrumpid
el acoplamiento intercelular ¥ concluyen que la maduracién-
nuciear no es dependiente de la interrupcién del contacto -
ceiular entre el Svulo ¥ las células foliculares que estin-
alrededor, Por otre lado, el per{il de proteinas sintetiza
da por bHvulos no tratados difirid ampliamente de las Svulos
madures poar 18 horas en felfecules tratados con una combina-
cién de FSH y LH. Los foliculos precratados con FSH o LH a

-

una baja concentracidén did como resultado 1a sfintesis de
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“un patrdn intcrmedio y mds variablc de proteinas y no hubo-
corrclaciﬁn entrc el camblo dc 1a sintesis de proteinas y -
el grndo dc comunicacién entre las células del cumulus y el
6vu;o. La vosiculnclén de la membrana y los cambios lisoso

~males én ios precesos transconales son cambios estructura--
les tempranos asociados con la supresién del acoplamiento -
;ntercclular'cn cl.évulo. Estos cambios en la unién proba-
biemente resulten en la relocalizacidn de los organelos in-
tracelulares en los estadfos finales de la maduracién del -

Svulo.

La regulacibn del tiempo de acoplamiente de las célu--
las del cumulus con el dvule fuc correlacionada con ta madu
racién meiérica del Svulo y en la expansién del cumulus - -
oophoerus usando ratones inmaduros tratados con gonadotropi-
nas (NHCG). Tres heras después de la inyeccidn de una dosis
ovulatoria de HCG mfis del 20% de los 6vulos aislades los fo
tfculos de Graff mis grandes sufrieron ¢l rompimiento de -
las vesfculas germinales indicando que la maduracién meibti
¢a del 6vulo habfa sido iniciada. Sin embargo, 1a no ox--
pansidén o reducci6n del acoplamiento intercelular fue detec
tada en este momento. Seis horas después de la inyeccifn -
de HCG, el fndice dc acoplamiento de las cfélulas del cumu--
lus con el 6vulo no fue mener del que se cncontré en el com
plejo de las células del cumulus con el 6vulo aislado del -

ratén contrel que no recibié HCG. La expansibén del cumulus
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a 1as seis horas post-HEG, fue limirade a las células del ~

cumulus externas, micntras que las adyacentes al dvulo adn-

estaban fuerremente empaquetadas. Lz exponsibn de las célg

las del cumulus fue completa 9 horas después de la HCO y el

fndice de acoplamiento de las células del cumulus cen el

ﬁvulo ampliasmente reducide. Estos resultados muestran que-

13 moduracifn meiftica del Gvule en el ratdn na es iniciada
por una reduccidn del acoplamienro de las células del cumu-
ius por el 6vu1§ o por la expansibn del cumulus. 5in embar
go, los resultados sugicren que la teduecidn del acoplomien

to intercelular in vive puecde scr un resultado de la expun-

5i6n del comuelus {Eppig 1982),

Iwaoc (1982}, cstudid los Avulos de sapos Bufo bufo - -
japonicus en varies estadfos de maduracién inducida con pro

gesterona, que fueron estimulados por puncién o tratados
con el ionéfore de Ca A23187, Los évulos estimulades por -
puncidn 14 heras despufs del tratamiento ¢on hormonds su---
frieron una vespuesta de activacién sccuencial tales como -
el desurrollo de una activacién potencial, el rompimiuvnto -
de los grinulos corticales y la formacidn de un espacio pe-
rivitelino semejante a los dvulos moduros (18 heoras de tra-
tamiento hormonal), cuande los Svulos fucron puncionados a-
las 14 horas de tratamiento hormonal tomaron alrededor de -
10 minutes para que 1a sehal del acoplamiento de los grinu-
los carticales se extendiera en toda la superficie del Gvulo,
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an contraste con el caso de los ﬁvulos maduros tomaron alre-

dedor de 150 sec., El rango en ¢l rompimicento de los grdnu--

-los corticales fue significativamente menor en el polo vege-

tal que en el polo animal en los Svulos madures ¢ inmaduros.
ElztrﬁﬁdmigntO'con A23187 (1 micromolar) por 5 minuros indu-
jo uﬁn actifucién potencial y la formacién del espacio peri-
viteline por los évulos tratados hormonalmente por 10 horas-
del_cunl.fue 3-4 horas antes de tiempeo cuando estas respuces-
tas pudiercn ser inducidas por puncién. Los évulos tratados
hormonalmente por 8-9 horas también mostraron el rompimiento
de los grinulos corticales en respuesta al A23187 pero sin -
formacién de una activacién potencial. Varias partes del es
pacio perivitelino causados por la no propagacién del rompi-
miento de los grinulos corticales fueron observados en évu--
los tratados con el ionfforo después de 5-7 horas de trata--
miento hormeonal. Cuando fue empleada una concentracién alta
del A23187 (10 micromolar), sc indujo el rompimientsa de los-
grinulos corticales sin la formacién del espacio periviteli-
no adn en Svulos a las cero loras de induccién hormonal. Es
tos resultados indican que la sensibilidad del ca** surge co
mo un prerrequisito paraz el rompimiento de los grinuleos cor-
ticales y el origen de una activiacidn potencial es adguirida
para las respectivas respuestas en diferentes estados dJde ma-

duracién del &vula.

En ¢l estudio de 1la maduracidn de 6vulos se menciona -



. que los av&nccs_recientes en microscopf{a de luz son discuti
dos con respecto a su aplicnci@n purd en el estudio de la -
superficie celulars el citocesqueleto ¥ el cambio de los or-
ganelos que ocurren durante la maduracién meiftica de los -
évulops de mamfferos y se consideran tres técnicas: 1} se -

usan miltiples marcadores fluorocrome en prucbas de inmuno-

citoqufmica o farmacoldgicas para analizar la disposicién -
espacial y tcmpofnl de los componentes celulares en el Svu-

1o fijado en varios estadios de Ia melosis, 2) el uso de co

lorantes Fluarescentes vitales para estudiar el movimiento-

actual de los eorganelos en el &vulo viviente ¥ 3) el uso de
microscopia de intensificacidén de videoimigenes de células-
vivientes para el registro de los cambios dinimicos celula-
res coh el aumente de la capacidad 6ptica de la microsceopia
de contraste de interferencia diferencial, polarizacidn y -
fivorescencia; ademis, se describe un mftodo para la locali
zacién simultfinea do cromosomus, microtitbulos y F-actin de-
6vulos fijados de roedores usando Hoechst 33258, anticuer--
pos de antitubulina y falicidin-NBD respectivamente, tam---
bién son empleados los coleorantes vitales naranja de acridi
na ¥ el coleorante ldser Rhodamina 123 para visualizar los -
lisosomas y mitocondrias respectivamente, en Svulos de rata
que sufrieron unua maduracidén meiltica. Finalmente se discu
te la aplicacién de la micrescopia de intensificacién de vi

deoinmfigenes para ¢l estudio de los componentes marcados - -
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fluorescentemente en lapsos de tiempo con referencia espe-
cial en el monitoree de los erganelos celulares péra el -
anilisis de los movimienteos dinémicos de los constituyen--

tes del 4vulo durante la maduracién (Alberrini 1984).

Eppig y Downs (1984), su objetivo fue estudiar la natu
raleza y funcién de las sefiales qufmicas involueradas en -
la adquisicién de competencia para la resnudacifn de la me
iosis y el mantenimiento de la meiosis detenida en los fo-
ifculos antrales y discuten que algunas evidencias indican
que las gonadotropinas no son requeridas para el desarro--
1lo de competencia de los évuleos que sufren una maduracidn
espontdnea. Sin embarge, las gonuadotropinas pueden promo-
ver condiciones &Gptimas para ¢l desarrello del 4vulo por -
accién de una via dependiente de estrfgenos en las células
foliculares y tambifn se discute la participacién del AMPC
esteroides y un pequefio facter de la maduracién que mantie
nen la meiosis detenida en el 6vulo de mamfferos. No obs-
tante, parece que el AMPc juega un papel crftico en el man
tenimiento de la meiosis detenida al actuar sobre las célu
las del cumulus, las de la granulosa y sobre el dvulo. Sin
embargo, el AMPc no purece cquilibrarse entre las células-
del cumulus ¥ el Gvule en la relacién celular de la granu-
losa/células del cumulus, el AMPc pucde promover la genera
cién y activacién de un factor inhibidor de la maduracién-

que es transferido al 6vuloc. E1 AMPc del &vulo partece ser
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producido por el mismb”ﬁvﬂlo v el supucsto Eactor de inhi-
bicién de 1=a madurﬁéién'pﬁéde'esﬁuf mantenido en una Forma
activa por un'proceso dcpendiénté'dc; AMPc en el 6vulo. Al
ternntivunente,_el supuesto factor de inhibicién de la ma-
duracién puede jugnr un pnpel en el muntenxmlcnto de los -
niveles del AMPc’ en’ el 6vula._ Algunas hormonas estcroxde:

actdan sinergéticnmente con un, proccso dependiente del - -

AMPc eon el mnntenim1ento de 1la meiosis detenida,

Se 1levé a cabo un estudia del efecto del ion calcio-
en la maduracién folicular de évulos rodeades de cumulus -
de cerde; para lo cual los 8vulos de tamaiio medio (3- 5 mm
. de difimetro se cultivaron en la solucifn balancemda de - -
Hank's (modificada): en donde el piruvato, lactato y gluco
sa fueron agregndes como fuente de energia y la albdmina -
de suere de bovine al 0.4% cemo fuente protecica, Estos -
Svulos fueron cultivados a 37°C durante 12 heras en una ag
mbésfera de €0, al 53. En este medio los Svulos de porcino

sufrieron una maduracidén del 30 al 90%, después de las 42~

horas de cultivo.' También se cultivaron évulos en la solu
cién de Hank's con varias cantidades dJde CnClz, as{ como la
presencia de verapamil, un bloqueador del canal de calcio-
y el cationéforo divalente A23187. En este procedimiento se
encontré que la mfnima concentracién de calcio requerida pg

ra2 1o maduracién del évulo fue alrededor de 0.0265 - 0.053

mM, esta concentracibn de caleio sc mantuve en el medio -



_hasta la metafase II. Si el calcio fuera omitido durante-
las ﬁltimﬁs 4 horas de cultivo, los cromosomas de la meta-
fase II apnrecefinn extremadamente condensados o degenera-
dos. El verapamil a una concentracién de 0.2 mM, inhibid -

el rompimiento de las ves{culas germinales o resultaron de
gencfadas, mientras que la minima concentracién no afectd-
1a maduracién del vulo; por lo tante, a URAD concentri---
cién de 0.02 mM de verapamil no afectd la maduracién del-
évulo rodeade de cumulus, pero s{ inhibié la maduracién -
del 6vulo desnudo. Por otro lado, a una concentracién mis
peguefia de 3.8 X 10°7 M. del cationéforo divalente no inhi
bi6é la maduraocién del Svulo ¥y sugiere que para mantener al
6vulo en un estadeo noe degenerado, también se requiere la -
constante presencia del calcio eon el medio de cultive (Bae

y Channing 1985).

Foxcrofr y Hunter (1985) proponen que ¢l cerdo e¢s un -
animal excelente para realizar estudios sobre el control -
de la foliculegénesis y especies politecas vy particular--
mente para cxaminar la interrelacidn entre los fol{culos -
del mismo animal. El reestablecimiento de los folfculos -
ocurre en los dfas 14 y 16 del cicle estral., El crecimien
to de los foliculos seleccionrados por ovulacién estd - -
ascciado con una ripida atresia de los folfculos mis peque
flos y un bloqueo a su substitucién en el grupo en prolife-

racidén. Sin embargo, hay un considerable rango en el desa
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rrollo morfolégico ¥ bioquimico de los folfculos dominuntes

en la fase folicular temprana, sugiriendo que los grupos

son reestablecidos en diferentes estados de desarreollo o
que el reestablecimiento continda hasta la fase folicular.-
tina relacién significante ¥ predecible ha sido establecida-
entre el difmetro folicular y el volumen del flufdo folicu-
lar y una comparacién de estas dos caracterfsticas demues--

tra un incremento gradual en el volumen del tejido folicu--

lar como una proporcidn del volumen total. El crecimiento-

de los folfcules de 2 a & mm cstd aseciado con un incremen-
to proporcional en el nfimero de células de la granulosua, pe
ro arriba de 4 mm la relacién es muy variable aln en folicu
los seleccionados yue son esteroidogénicamente activos. Por

clle, el ndmero de cllulas de la granulosa ne puede ser usa

do coma un indicador de atresia en los foliculos de cerdo, -

Por otro lado, los receptores de LH estin presentes en el -

tejido tecal durante todo ¢l desarrollo; alcanzando el ni--

vel miximo en <! dia 20 del ciclo estral y declinando en el

d:u 21. Las cflulas de 1la granulosa poscen rcceptores para
Lij solo en les estados tardfos de maduracidn y otra ve:z &s-

tos son miximos en el dfa 20. El1 patrén de esteroidogéne--

5is en los folfculos de cerdo es consistente con la teorfa-
de dos células de la esteroidogénesis en que o1 andrégeno -

producido por 1a teca es aromatizado a estrégeno por célu--

las de la granulosa. 8in embargo, n diferencia de muchas -

especies, la teca del cerdo también produce estradiol en

ty
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_cnntidades comﬁarables a las secreéadas por 1z granulosa.-
En el desarrollo morfolégico la peblacién seleccionada de-
foliculos preovulatorios muestra un range considerable del
desarrollo bioquifmico v los Folfculos de tamaiio idéntico -
pueden mostrar gran disimilaridad en la concentracién de -
-esteroides en el liguido folicular y enlaces pura Lii y la-
disponibilidad de los andrégenos mis que la actividad de =
la aromatasa puede ser el fuctor limitante para la esteroi
dogénesis. Tambidn hay varies factores no esteroidales, -
los cuales han sido aislados de tejide porcino y juegan un
papel en la maduracidn folicular. Aunque las gonadotropl-
nas exfgenas son efectivas parua promover el desarrolle fo-
licular, otros factores intra o extraoviricos pueden origi
nir un limitc folicular sensible a las gonadotropinas. Fi
nalmente sugiceren que la relacidén interfolicular en anima-
les politocos puede diferir a los monetocos; ¥ en el cerdo
los foliculos dominantes pueden promover la maduracién de-
los foliculos pequeiios en diferencia a su efecto inhibito-
rio e¢n otras cspecies. Esto también pucde ser llevado a -
cabo por estrfgenos scerctados por los folfculos dominan--
tes pasando a la arteria ovdrica v{a un mecanisme de inter

canbio o contracorriente sub-ovirica.

Se examind el papel del! calcio en la ovulacién in vi--
tro en ovaries perfundidos de conecjas con ¢l dcido n,n'-te

traacético ctilenglical-bis(beta-aminoetil-éter). En este
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trabajo se estudiaron dos grupos de conejas: en el primer-
grupo se usd el hidroclorure de verapamil 10-% mol/L, un -
blaqueador del canal de calcio junto con gonadotropina co-
ridnica humana (50 Ui} en el medio. En donde el verapamil
no tuve etecto apuarente sobre la gonadotropina coribnica -
humana que tnduce la ovulacién., Pero el tratamiento con -
verapamil sin embargo redujo significativamente el porcen-
taje de ovulacidn (68.8%), en comparacidn con los produci-
dos en ovarios control tratades con gonadotropina coridni-
ca humana (9254%). En el segundo grupe experimental, el dci
do etilenglicol bis {beta-aminoetil éter) mn,n’-tetraacCéti-
co (2 mmol/L.) ¥y un quelador del ion calcio fueron induci-
dos en ¢l medio con gonadotropina, este Acido redujo signi
ficativamente la eficiencia ovulartoria (16.7% % 9,433) en-
comparacibébn a los controles que solo tenian gonadotropina-
coridénica humana (79.5% ¥ 11.11%), ademis la ovulacidn - -
ocurrid en un tiempo temprano en los ovarios perfundidos -
con el dcido etilenglicol bis-(bgta-nminoctil étter)n,n'te-
traacérico; sin embargo, 4 ovulaciones ocurriecron en estos
ovarios y los &dvulos fueren inmaduros, &stos probabliemente
reflejan el tiempo temprane de ovulacidn; también el vera-
pamil y el 4cido etilenglicol bis {(beta-aminoetil é&ter)- -
n,n'tetraczcético bloquearon las contracciones del misculo-
liso del ovario durante la pertfusidn del dvulo. Estos da-
tos mantienen el concepto de que la dinfimica del calcio in

fluye en el proceso de ovulacién y la maduracidn del Gvulo.
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Ademis, las contracciones del misculo lise del avario no pa
recen ser esenciales para la ovulacién de este modelo {Ki--

tai ¥ colaboradores 1985}).

Capony y colaboradores (1586), investigaron los cambiloes
et el grado de fosforilacién de las proteinas y su posible-
correlacién con los cambios en la actividad del factor pro-
movedor de la maduracidén (MPF) a trovés de la maduruacidén -
meiotica ¥y con la consiguiente activacion de los 6vulos de-
antibios y estrellas de mar. A pesar de varias excepciones
en el patrdn de la fosforilacidn de las protelnas individua
les, se encontraron niveles altos y bajos en la fosfeorila--
cién de proteinas para ser correlucionades con los niveles-
altos y bajos de la actividad del! factor promovedor de la -
maduracién. Se encontrd que el grado de fosforilacidn de -
las proteinas y la actividad del factor promovedor de la ma
duracion disminuye en la actividad partenogendética y mis -
tarde en el ciclo sincrénico de los antibios. Por el con--
trario, no se observd disminucidn en ls actividad del MPF -
ni en el grado de tosforilacidén de las proteinas en la actji
vacidn de los Gvulos de la estrella de mar con el indforo -
A23187. Esto sugiere que los cambios en 1la fosforilacibn -
de las protefnas y la actividad del MPF estin mas bien rela
cionados con la progresidn del ciclo celular que con la ac-
tivacidén de reacciones dependientes del caleio. En los an-
£Eibios la actividad de la protein-quinasa en homopgenados se

encontrd que disminuye con la actividad del MPF en la acti-
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vacién. Los cambios de la relacién de la serina también -
fue investigado durante el curse de la maduracidn meibdtica
en los 6Hvulos de anfibios ¥ de estrella de mar. Los cam--
bios en lan actividad del MPF se encontraren ser mejor co--
rrelacionados con los cambios de treonina que con la fosfo

rilacibn de la serina.

El efecto del caleio en la acumulacién de la progeste-
rona y la maduracién del bvulo en folfculos cultivados de-
Rana pipens fuc estudiado y sc cncontré que el homogeniza-
do de la pituitaria de la rana proveca una cascada de res-
puestas en el folfculo ovdrico de anfibios, culminando en-
1la biosfntesis de la progesterona y en la maduracién del -
6vulo. Propone que el calcic podrfa jugar un papel impor-
tante como segundo mensdjero intracelular en la regulacién
de estas respuestas fisioldgicas., Realizaron cultivoes de-
folfcules aislados de Rana pipens para valorar el efecto -
del calcio extracelular en la acumulacién de progesterona-
folicular y la maduracién del 6vulo. Encontraron que un -
aumento del calcio extracelular de los folfculos hormonal-
mente no estimulados producen un aumento significativo de-
la progesterona en los extractos metandlicos de los folfcu
los después de 4 horas de cultiveo ¥ en alpunos casos tam--
bién provocé la maduracidm del évulo después de 24 horas -
de cultive. En ningféin caso se elevd la concentracibn del-
calcio, s6le se estimulé la acumulacién mixima de progeste

rona cuande sc compard con los foliculos cstimulados con -
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homogenado de pituitaria., El iondforo de calcio A25187 -

igualmente aumentd la acumulacidn de la progesterona a una
manera de dosis-dependiente cuando se introdujo (anfibios)
en Ringer's (1.33 mM Ca**) pero inhibid la elevacion de la
progesterona causada por el incremento de la concentracidn
de calcio en el medio de cultivo y por la estimulacidn con
homogenados de pituitaria. La disminucidn del caleio 1i--
bre del medio de cultivo con dosis graduales del quelador-
EGTA, disminuyd la acumulacitn de progesteronid inducida -
por homogenados de pituitaria e inhibid la maduracién de -
los &vulos inducida por homogenudos de pituitaria y por -
progesterona., El verapamil bloqueador dei calcio, también
inhibidé la acumulacién de progesterona y 1la maduracidn del
dvulo inducida por el homogenado de la pltuitaria a manera
de dosis-dependiente, mientras que no tiene efecto en la -
reiniciacidon de la meiosis inducida por progesterona. Es-
tos datos implican que los niveles intracelulares de cal-;
cio regulan la produccién de progesterona por las células-
foliculares del ovarijo y la subsecuente maduracidn del &vu

lo (Kieis - San Francisco y Schuct: 1586).

Ford y La Barbera (1987) encontraron que el Mg2* au--
menta 1a fijacidn de la hormona foliculo estimulante a los
receptores unidos a la membrana, también aumenta la activi
dad de 1a adenil c¢iclasa. Ellos examinaron el efecto de -
los iones mono y divalentes en ia fijacidén de 1a FSH a los

receptores en células de la granulosa en los foliculos in-

32



maduros de porcino y encontrafon que los cationes divalen-
tes y monovalentes aumenta la fijacién del (1251) iode-per
cino FSH (IZSIP FSi), pero los cationes divalentes Mgz+, -
ca?* Y Mn2* aumentan 1a fijacién especifica a un miximo de
45 veces a una concentracién de 10 mM. E1 MgZ+ caus6 la -
fijacién a una concentracién de 0.6 mM:; mientras que el -
Calcio ¥y ¢l Magnesio su mitad méixima efectiva fue 2 una -
concentyracién de 0.7 mM y 0.3 mM respecrivamente y el ca--
tifn monovalente Potasic zumentd la fijacibn a un miximo -
de 1.5 veces a una concentracién de 50 mM, mientras que pa
ra el Sodiv no aumentd la fijacifn a ninguna concentracibn
probada. La diferencia entre Potasic ¥ Sodio tuvo un efeg
to negativo que suprime su efecro pesitivo. Por otre lado
¢l Acido etilen diamino tetra-acético un quelador de Magne
125

{p FSH solo en la presencia

de Magnesio, mientras gque ¢! sucre gonadotrépico de hembra

sio inhibié la fijacién del

preitada; un competidor de FSH para el receptor inhibieron-
la fijacién en auscncia y presencia del Magnesio. El - -
puanil-5t ilimidofosfato (GPP(NH)DJ inhibié 1la fijacidén de
IZSID ESH en auscncia o presencia de Magnesio, pero solo
a concentraciones mayores de'l mM. También usaron Magne--
sio para detecrminar si los cationes divalentes aumentaron-
la fijacifn de FSH para aumentar la afinidad de los recep-
tores o por c¢l incremento aparente del nidmero de los si---
tios de enlace; pero el Magnesio no aumentd los enlaces -

1357  wsu por la alteracién del rango de asociacién y dise

P
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ciacién, por lo tante el equilibrio. de saturacidn de los -

enlaces estudiados indicaron que el Magnesioc aumentd la £}

ry = ?, -
jacidn de 1 5Ip ESH por el asumento eh ¢l nimero aparvrente -

de los sitios de unién.
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MATERIAL Y METODO

OBTENCION DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS

Los ovarios de cerdo se obtuviereon inmediatamente des--
pués de sacrificar a los animales en el Rastro Municipal de
1la Ciudad de Guadalajara, se colocaren en hiclo y se trans-

pertaren hasta el laboratorioc.

Cada ovario sc pesd con una balanza granataria, se le -
midié largo, ancho y el difimetro de cada folicule con un -
vernier. Se¢ les extrajo el liguide felicular midiéndole -
con una microjeringa; a cada nuestra se le agregd 1 ml de -
NaCl al 0.9%, colocéindola en tubes de ensayo previamente -
tratados con fcido nitrico 3 M y silichn al 11, Los folfen
los opacos y hemorrfigices fueron desechados. Las muestras-
fueron centrifugadas a 3 000 rpm durante 15 minutos, para -
separar el l{quido folicular de las células de la granulo--
sa, estas (iltimas fucron resuspendidas en 0.1 ml de la solu
cién de NaCl al 0.9% para determinar su nimero en cada fo--

lfculo.

DETERMINACION DE PROTEINAS EN EL LIQUIDO FOLICULAR SEGUN EL
METODCG LOWRY ET AL. (1951).

Esta determinacién estf basada en la reacciédn de dxido-

reduccién del complejo formado entre los residuos triptéfa-
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no-tirosina y los iones de cu'* cen el reactive de folin -
{cido fosfomolibdicofosfotlingstico), que desarrolla un co
lor azul que es directamente proporcional a la concentra--

¢ibn de protefnas.

Se prepara una curva patrén de la solucién de albdmina
(500 microgramos/ml), con concentraciones de 0 a 50 micro-
grames en 200 microlitros del amovtiguador de carbonatos -
0.2 M pH 10.1. Para la determinacién de protefnis en el -
li{quido folicular, se midieron diferentes alfcuctas y se -
diluyeron en 200 microlitros con la sclucién amortiguadora
de carbonatos 0.2 M pH 10.1 afiadiendo 1 ml. del recactive -
mnen (NuCO3 al 2% y NaOH 0.1N, Cuso¢ 0.01% y tavtrato de -
sodio ¥y pﬁtasio al 0.02% preparada recientemente), sc agi-
ta 1a muestra y se adiciona 100 microlitreos del reactivo -
de folin 1 N. dejando reposar en la cbscuridad por 30 minu
tos ¥ por Giltime se lee a 750 nm, en el espectofotémetro -

{(Coleman Junior IILA).

DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS DE LA GRANULOSA .

La cuantificacién del niimero de células de 1la granulg
sa se llevé a cabo por el mérodo propuesto por Belsey et -
al, (1980), que consiste en el uso de la clmara de Neuba--
uer ¥ la micropipeta para glébulos blancos, com esta Glti-
ma se aspira 1a suspensién celular problema de volumen co-

nocido hasta el afore 1 y se completa hasta el aforo 11 -
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con la solucibn diluyente (violeta de genciana al 0.01% en
4cido acltico glacial al 24). Lla pipeta se agita perfectd
mente con el objeto de hamogenmizar las células ¥y se dese--
chan las tres primeras gotas. La cimara del hemocitémetro
se¢ liena con la suspensibn cclular y sec deja reposar de 5-
a 10 minutos. El nimero de cflulas se determina contando-
5 cuadres de los 25 de 1a cuadricula central de la c¢émara-
de Neubauer. E1 vesultade final se multiplica por 14, ya-
que es Ia dilucibdn de las células en la pipeta, por 5 debi
do a que se¢ contd solo 1la quinta parte de la cuadricula y-
por 10 000 va que el volumen de la cimara es de 107 m.,-
asf se abtiene el ndmeroc de células de la granulosa, expre
sada en milloenes por mililitroe en la suspensibn ceclular -
problema,

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LOS IONES Ca'', Fe’”,
Mg** vy zn** EN EL LIQUIDO FOLICULAR POR ESPECTROFOTOMETRIA
DE ABSORCION ATOMICA.

Las mediciones espectoforométricas cuantitativas sc ba
san en que la energfa de absorcifn de 1a lur en cualquier-
longitud de onda depende sole de la concentracién del mate
rial absorbente ¥ la lonpitud del paso de la luz a través-

del medio absorbente.

Para la determinacién de los lones se prepara una cur-

va patrén de cada una de las sjguientes soluciones: CaC0y -
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(500 microgramos/ml), ﬁg+* (1 micrograme/ml), Fe'* (500 - -
mg/ml) ¥ z* (20 mg/l00 ml) con concentraciones de 0 a 1,

0as5,0aly0al ppm respectivamente, y para la determi
nacién de estos iones en el 1liquido folicular sc diluyeron-
las muestras con agua desionizada ¥ se tomd una alicuota de
! mi para leersec en el espectofotémetro de absorcién atémi-
ca (Perkin-Elmer 103, al mismo riempo se leyeron las curvas
patrén de cada ién emplcando ldmparas de citode hueco para-

ca**, Fe**, Mg*" y zn** (Perkin-Elmer).
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RESULTADOS

El li{quido folicular (L.F.) fue colectado de 702 folfcu

los provenientes de 72 ovarios y de 36 animales para ser -

analizados en 1o referente al tamafie, volumen, protefnas y-
concentracifn de iones divalentes. El tamafio de los folfcu
los fue en el rango de 1 mm a 12 mm de difdmetro con un pro-
medic de 6.49 © 2.55 mm de difmetro, mientras quc el prome-
dio del volumen folicular fue de 124.8 ¥ 97.4 microlitros.-
Dentro de cada uno de los ovarios de donde se pudo colectar
el flufdo folicular se pudo observar que por lo general los
folfculos fucron de un tamafo uniforme, prevaleciendo folf-
culos precovulatorios de tamafio grande. 5Sin cmbarge, todos-
los ovarios contenfan también numeresos folfculos vesicula-
res pequefios de los cuales no fue posible colectar muestras
adecuadas de liquido folicular. E1l anfilisis estadfstico de
muestra que la correlacién entre el tamufio y el volumen fo-

licular es positiva y altamente significativa (r = 0.903;

p =0.001) (Fig. 1).

De los 580 casos estudiados el promedio de la concentra
cién expresada en miligramos por mililitro de L.F. para - -

protefnas ¥ en microgramos del ion por mililitro de L.F. se

s . . - +
obtuvieron los siguicntes valores: 63.6 - 46.8 proteina;
+

74.2 ¥ 77.6 calcio; 26.0 17,9 magnesio; 4.13 - 6.0 fierro

y 3.2 ¥ 7.6 para zinc.
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La relacién entre el tamafio folicular y la concentra--
cién de iones en el lfquido folicular fue examinado de - -
acuerdo a dos modalidades: a) Examinande en conjunto los -
580 ciasos ¥y b) examinands los 580 casos después de agrupar
los en 3 grupaos de acuerdo al ramafie folicular; 1 - 3 mm,-
3.1 - 6,0 mm ¥ 6.1 -~ 12.0 nm de didmerro (Tabla 1). En el
primer caso el andlisis estadfstico de¢ los 580 casos en
conjunto demuestra una correlacién logaritmica negativa y
altamente significativa. Resaltando el hecho de que el -
Fe** (r = -0.684; p<0.001) tienc la correlacién mis alta -

entre los iones, mientras que el ca®” (r = -0.406;

- =

p<0.001} 1la menor (Tabla 2).

Al analizar la segunda modalidad en la cual los 580 ca
sos se dividieron en 11 c¢lases diferentes de ncuerdo a su-
tamafio por rangaos Yy #stOos & su ve:s s¢ ugruparon en 3 dife-
rentes categorfas (Tabla 1) donde se pudieron ebservar - -
fluctuaciones tanto en las concentraciones de proteinas co
mo en la de los iones, destacande el hecho de yue las con-
centraciones mayores sc¢ encontraron presentes en los fol&g

los dec menor tamafio {1 - 3 mm de difmetro) ca*t - - -

205.10 * 184.25; Mg*¥ 59.17 T 32.54; re’’ 16.71 T 11.95; -
zn** 17.35 ¥ 19.47 y protefnas 106.57 ® 96.32 microgramos/
ml de L.F. (Tabla 3). En canbio, en los foliculos media--
nos (3.1 a 6.0 mm de didmetro) disminuyen dichas concentrz
ciones para estabilizarse posteriormente en los folfculos-
grandes (6.1 a 12 mm de difimetro) en donde la concentra---
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TABLA 2

CORRELACTONES LOGARITHICAS ENTRE 1.05 10HES DIVALEWTES Y EL
TAMARD FOLICULAR, VOLUMEH FOLICULAH, PROTEINAS Y NUMERO DE
CELULAS DE LA GRARULOSA, 103 DATOS REPRESENTAN 1.05 VALORES
(r) ENTRE CADA UKD DE LOS PARAMETROS ESTUDIANOS,

CALCLO F1EHRO ZINC HAGHESTO
TAMARO FOLICULAR - D,4059%4 ~ O.6B41An = 0,0(268A% - 0.518%
VOLUMEN FOLICULAR = D.4638An - D.7Bl94k = O, 7404n0 = 0.56339%k
PROTEIRA 0,2063x% G,35634% 0,387744 D.42118%
(ngfnl  L.F.)
HUMERO DE CELULAS 0.0515 0,027 0,049, 0.0026

DE LA GRAKULOSA

**  Si{gnificancia p  0.001
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TABLA 3.

CRUPOS FOLICULARES DE ACUERDO Al TAMARO FOLICULAR,
A LAS CONCENTRACIONES DE 1ONES Y PROTEINAS.

Los datos expresan el promedic ¥ 1n desviacisn estdndar de las
cancentraclones de lones (microgramos/mililitro de 1fquido folicular)
y protefnas {mg/ml de lIquido follcular). El niimero de casos esti indiendo
en el parentesis.

TAMARO
FOLICULAR CALCLO MACNESTO FIERRO ZINC PROTEINA
{1m)
1.1 = 3.0 205.09 * 184,258 59.17 ¥ 33,54b 16,71 % 11.95¢° 17,3 ¥ 19,479 106,57 ¥ 96.32°
(54) (54) (54) (54) (54)
3.1 - 6.0 68.98 ¥ 47,512 26.74 ¥ 15,11 4,25 ¥ a3.70° 2,48 & 2,294 68.32 % 47.12¢
(220) (220) (221) (221) (223)
6.1 - 12,0 55.79 ¥ 28,569 19.94 * 786t 1.87 ¥ 0.93° 1.15 ¥ 0,53 52,91 ¥ 23.18%
(322) (323) (327) {324) (33t)

ay, by, e, 4, e. Los dates en cada colunna (promcdio * Jesviacidn eatZndar) Indican una diferencla
significativa {p« 0.00i) cuando son comparados con ¢l wismo coriicter sobrescrito
{prueba=-t na parnadal),



cifn de calcio 55.7 % 29.3; magnesioc 19.9 1 7.9 fucron 3 vg

ces menores que 1a de los folfculos chices, micntras que pa

+ +

ra los casos de Fe'v 1.89 2 0.9 y zn™" 1,14 % 0.5 Ffue de -
9 a 15 veces menor respectivamente. En el caso de las pro-
tefnas fue de 32.93 - 21.38 que es Z veces menos que los fo

l1fculos pequefios (Tabla 3).

Al realizar el anfilisis estadfstico en cada uno de les
grupos formados se demuestra que el primer grupo (1 - 3 --
mm) las ceorrelaciones entre los iones versus el tamafio fo-
licular que s¢ obticne son iguales que a los de 1a primera
modalidad (conjunto de 580 casos) en ser negativa ¥ alta--
mente significariva, situacibén que conforme aunmenta el ta-
mafio del foliculo, la correlacién disminuve hasta que por-
Gltimo, en el grupo de foliculos grandes (6.1 - 12.0 mm) -
pricticamente ne existe correlacidén ni significancia algu-
na (Tabla 4). Esto Gltimo también es vdlido para el nime-
ro de células de la granulosa y 1a concentracién de protel
nas (Tabla 4). Resultados que corroboran la no participa-
ciﬁn de 1los lones en ¢l crecimiento y aumento del volumen-
folicular. Sin embavrge, nos permite observar que en los -
fol{culos de mener tamafio (1 - 3.0 mm) la concentracién de
los iones estudiados es alta para disminuir en los folfcu-~

los medianos y estabilizarse en los folficulos de 6.1 mm en

adelante (Tabla 1).
Con el objeto de dilucidar si entre los iones estudia-
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GRUPOS FOLICULARES

1.1-3,0 om
(54)

1T

3,1-6.0 om
(221)

111
6.1-12,0 mm
(320)

* Significancla
*#% Sienificancia

TARLA A

CORRELACIONES ENTRE IONES Y TAMARO FOLICULAK,
PROTEINAS Y NUMERO DE CELULAS DE LA GRANULOSA
DE CAPA UNO DE 105 GRUPDS FOLICULARES,

Los datos representan los valores de (r) untre
cnda uno de los pardmetros estudiados.

TAMARO FOLICULAR
PROTEINA (mg/ml L.F.)

HUMERO CELULAS DE LA
GRANULOSA

TAMARD FOLICULAR
PROTELNA (mg/mi L.F.)

NUMERD CELULAS DE LA
GRANULOSA

TAMARO FOLICULAR
PROTEINA (mg/fml L.F.)

NUMERO CELULAS DE LA
GRANULOSA

p « 0,001
p«< 0.001

CALCIO

= 0.57]13%4
0.2031
~ 0,200

- 0.1391
0.1448
0.2476%%

- 0,1170
0.0261
D.1976A%

HAGNESIO

= 0.50024%
0.2030
= 0.3415¢%

= D.30444
0.4780%»
- 0.0148

- 0,0208
0,1756#%*
0.0333

FIERRD

0,5940%%
0.1182
0,3397*

0.53964*
0.4363n*
0.0023

0.0042
0.0422
0.2369%%

ZINC

D.6164%%
0.0374
0.1050

0.2752%
0,3810%*
0,0166

0,1465%
0.1880*+
0.0429



dos existe un efecto sinérgico que pudiera influir tanto en
cl desarrollo folicular como en el aumento del volumen, se-
estudibé en ambas modalidades la posible correlacién entre -
cada une de ellos (Tubla 3), asf como la correlacién cnrre-
el indice ion/ion contra el tamailo y el volumen folicular -
(datos no presentados). El anfilisis estadfstico en la moda
lidad del conjunte de casos (600) entre los iones demostré-
una corrclnci&ﬁ positiva ¥ altamente significativa entre <2
da uno de los iones estudiados, v.gg. Fe++/Mg++ (r = 0.7905
p<0.001} (Tabla 5)., Sin embarge, podria considerarse que-
los valores mds altos de todas las correlaciohes se obser--
van en ¢l caso del fierro con los demfis iones (Fig. 2,3,4),
aunque pricticamente exista el mismo valor en todos los ca-
sos (Tabla 5). Esto dltimo a pesar de que las concentracio
nes de fierro y zinc sean menores (3-12 veces) que lus de -
calcio y mugnesio. Cuando el anfilisis estadistico se reali
za de acuerdo a2 la segunda modalidad (por grupos) se¢ puede-
observar que el grupo donde existen correlaciones altas, pg
sitivas y altamente significacivas (F:.\H/Mg++ r = p.8529; -
p< 0.001) es en el grupoc de folf{culos pequefios para dismi--
nuir en el grupo de foliculos medios (3.1 - 6.0 mm} ¥y desa-
parecer en los folfcules grandes (6.1 - 12 mm) (datos no -
presentados). En relacién a los resultados obtenidos en -
las correlaciones entre el indice de ion/ion versus el tama
filo y volumen folicular tampoce sc obtuvo correlacidn alguna

{(datos no presentados), lo cual nos permite ascegurar que -
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TABLA 5.

CORRELACIONES ENTRE CALC10 ¥ FIERRO, ZINC, HAGHESIO.

Los datos representan los valores de {r) eotrec cada uneg
de los pardmetros estudlados.

CALCIO F1ERRO Z1HC HAGNESIO
CALCIO 1.0000%» 0,7331*% 0,7391%% 0. T0420%
FLERROD 1. 0000%* 0.75406k% 0,79054h
Z1NC 1,0000%* 0, 64914%
HAGHESIO 1.00004%

#*  Significancin p< 0.001
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<25 iones cstudiados sc comportan independientemente a la -

zaduracibn foljcular,
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DISCUSION

El 1lfigquido felicular estd constituldo por el egxudado -
del plasma sangufnco y por las secreciones intrafolicula--
res, de donde se ha sugerido que el flujo de los constitu-
yentes sanguincos hacia el folficulo en crecimiento se rea-
liza a través de un procese trasudative, el cual constitu-
ye la explicacién mids sencilla para Jdilucidar el mecanismo
de 3z formacién del iiquido folicular (Edwars, R.G. 1974).

No eobstante a lo anteriormente expuesto, al znalizar el
1fquido folicular de 702 folfculos de acuerdo a la primera
modalidad se pudo constatar que tanto 1as concestrvacienes-

de los ienes como las de protefnas en el lfquido folicular
Son menores o scmejantes a las reporradas en el suero [GUr
tler, H. 1976), lo cual implica que ¢! folfculo manticne -
su concentracién de iones y proteinas en contra de una con

centracibn mis elevada, lo que représentd un argumento en-

contra del mecanisme anterior.

Al compararvr los filuidos de cada uno de los Ffolfculos -
de diferentes tamafios de acuerdo a 1a segunda modalidad en
base a las concentraciones de protefnas y los ionegs estu-=
diados se¢ integraron tres grupos difercntes de folficulos -
(Tabla 1): folfculos pequefios (1-3 rn de difmetro), folfcu
ios medianos (3.1 - 6.0 mm de Jdifmertrae) ¥ folfculos gran--

des (6.1 - 12 ma de difmetro (Tabla 3); 1o que nos permi-
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te firmar que el orden en que 5¢ encuentran los jones es -
el siguiente:

+ *
ca** s> Mg*t 5> Fe't 5 Zn't.

Mis adn, se observé un resultado sobresaliente que con
siste en que tante las protcinas como los iones se chcuen-
tran ¢n unn concentracidn muy clevada en los folfcules pe-
quefios para disminuir en los folfculos medianos y por Glti
mo estabilizarse en los folfculos grandes (Tablas 1 y 3}.-
Resultados que avalan el argumento en contra de un proceso
trasudativo ¥ que nos permite explicar que ademds no exis-
te un fenbmeno de dilucidn durante el crecimiento folicu--
lar debido a gque la disminucibén en la concentracién de ca™*
es de & veces menor en el foliculo grande que en el peqgue-
fio, mientras que para el I‘-Ig++ es de 3 veces, Fe'’ os de 9-
veces, zn** es de 15 veces ¥ para las protefnas de 2 veces.
Mis adn, cn el caso del fe’” su concentracién en ¢! sucro-
sangufneo es de 110 veces mis alta que en el liquido foli-
cular (1800 microgramos/ml en suero Vs 16.7 microgramos/ml
en L.F.), lo cual demuestra que a pesar de gque existe un =
gradiente de concentracidén sumamente elevado en el suero,-

** en el liquido folicular s¢ mantig

1a concentracién de Fe
ne y se exporta hasta que en los fol{culos grandes se esta
biliza quedande una concentracidn de 962 veces mis grande-

- ++
en el suero. Fenlmeno que se repite en el caso del Zn -

58



aunque en menor proporcién (100 veces més alta la concentra
<i6n en el suero). Evidencia que aunada a las anteriores -
nos permite inferir que no existe el mecanismo trasudativo-

para la formacidén del liquido folicular.

Por otro lade, existe suficiente evidencia en apoyo al-
hecho de 1la disminucién y estabilizacién de las concentra--
ciones de las protefnas y los iones divalentes, puesto que-
otros autores reportan la disminucibn de la fosfatasa alea-
lina, transaminasa glutémico-oxalacético, calcio, coleste--
rol Ester hidrolasa, aminoficidos, fosfolipidos, triglicéri-

dos, (Ghang, 1976).

5in embargo, el hecho de que tanto los iones como las -
protefinas alcanzan un nivel ¥ no disminuven durante el cre-
cimiento folicular poedr{an explicar los reportes que demues

= hhd .
tran que tanto In vivo como In vitro ¢l Ca es necesario -
para mantener la maduracién del oocito, as{ como la prescn-
. ++ ¥ N

cia de Mg™", Mn™", k¥ y Na® son nccesarios para aumentar la
fijacién de 1z FSH e inducir la activacién de la adenil ci-

clasa el crecimiento folicular (Bluestein, 1981; Ford, K.A.

y LaBarbera, A.R, 1987).

Por otro lade, al correlacionar logaritmicanmente las
concentracicones de iones versus el tamafio y el volumen fo--
licular (Tabla 2} se¢ pudo observar que ¢l calcio en ambes -

casos tiene una correlacién baja, negativa pero altamente -
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significativa (r = -0.4638; r =» -0.1059). Mientras que en
¢l caso del fierroc y del zinc (Tabla 2}, la correlacién e
mediana, negativa y altamente significativa, lo cual nos -
indica que a mayor velumen existe una concentracibén menor-
de los iones, de donde se puede inferir que ninguno de los
iones que fueron analizados participan en el crecimiento -
foljcular, Mis adn, ni siquiera en el caso dc un posibloe-
cfecto sinérgico de iones versus volumen o tamaflo (dates -
no presentados) se pudo constatar la participacién de los-
jones o proteinas a pesar de que la corrclacibn entre - -

ion-ion es positiva y altamente significativa (Tabla 5).

Cuando se correlaciona el ndmere de células Jde 1la gra-
nulosa versus la concentracibn de iones (Tabla 2) s¢ obser
va una falta de correlacidn absoluta, lo cual es indicati-
vo de que contrtario a lo que sucede para el potasio - - -
{Schuetz 1974}, las células de la granulosa no contribuyen
de una forma significativa en la concentracidén de los io--
nes divalentes del liquido folicular durante ¢l desarrollo

y crecimiento del folfcule.

En lo referente a las concentriciones de protefnas en-
¢l liquido folicular se puede mepcionar que, de acuerds a-
la primera modalidad (63.6 t 46.8 mg/ml) muestra resulta--
dos que concuerdan con los de David, et al, 1973, en donde

encuentran que las concentraciones de protefnas en ¢l 1i--
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gquide folicular y sucro en el conejo ¥ ¢n el humano no va-
rfan significativamente. §Sin embargo, cuando se analiza -
de acuerdo a la segunda modalidad (por grupos) nuestres da
tos para los grupos de folfculos pequeiios y medianos con--
cuerdan con los de Schuetz y Anisowicz 1974 en donde las -
concentraciones de proteinas son altas en comparacifn a -
las del suero del pucrco (107 mg/ml en L.F. Vs 75 mg/ml -
proteina en el sucro) (Gdrtler, H. 1976), quc huacen imposi
ble pensar e¢n la posibilidad de que existe un mecanisme de
trasudaciédn para la formacién del lfquido folicular, Es--
tos resultados también estdn de acuerdo con los reportados
con otras especies (Caravaglios y» Cilorti, 19753 Zachariac
y Jensen, 1958). Mé4s adn, no solamente representan un ar-
gumento hﬁs en contra de diche mecanismo, sino que repre--
senta la evidencia de la posibilidad de que la sfntesis de
proteinas se incrementc y algunas scan liberadas por las -
células de 1a granuleosa y ademfis de que exista una exporta
cifn de protefnas del folfculo. El1 hecho de que la concen
tracién toral de protefnas sea mayer en los foliculos pe--
quefios y disminuya en los folfculos medianos para estabili
zarse en los folicules grandes (9% mm de difimetro) concuer-
da con el reporte que ¢l factor inhibidor de la maduracidn
folicular (OMI) se libera cuunde los folfculos alcanzan -
cierto grado de maduracidn {Centola, er al. 1981). Por -
otro lado, se ha reportade en los 6vulos de rana ¥ estre--

lla de mar la presencia de un factor de muaduracién (MPF) -
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(Capony, er al. 19856), lc que nos permite sugerir que posi-
blemente durante la s{ntesis de protefnas se produzca un -

factor de maduracién folicular.

Al correlacionar las concentraciones de protefnas - - -
{mg/ml L.F,) versus las concentraciones de los iones (Tabla
4} sc observa una falta total de rvelacidn, motiveo por el -
cual podemos sugerir que ¢l mecanismo que manticne constan-
te a las protcfnas y los iones divalentes es de naturaleza-
intrafelicular, siendo mecanismos independientes al proceso
de crecimiento y desaryrelle folicular,
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CONCLUSIONES

Existe una correlacidn pesitiva y altamente significa
tiva entre el tamafio ¥y el volumen folicular.

En la formacifn del lfquido foljcular no existe un -
proceso de trasudacidn de los constituyentes sanguf--

neos hacia el folfculo.

En base a las diferencias altaomente significativas de
las concentraciones de iones y protefnas se integra--
ron tres grupos de folfcules de acuerdo a su tamafio:

1. (1.0-3.0 mm}, 2. (3.1-6.0 mm) » 3. (6.1-12.0 mm).

El orden ¢n que se encuentran los lones divalentes en
el lfquido folicular en base a su concentracién es la

-+ -+
> In .

siguiente: Ca’™ » Mg™" » Fe
Tancto las protefnas como los iones se encuentran en -
una concentracién muy elevada en los folfculos peque-
fivs para disminuir en los folfcules medianos y por Gl

timo estabilizarse en los foliculos grandes.

No existe un fenémeno de dilucién iénica y protecica -

durante el crecimiente folicular.
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7o0. La concentracién de los iones divalentes no participan

en el crecimiento felicular,

80, No existe un efecto sinférgico de los iones contra el -

volumen o el tamafie folicular.

9o0. Lias células de la granuleosa no contribuyen de una for-
ma significativa en la concentracibén Jde los iones diva

lentes del 1fquido folicular.

100. El ndimero de células de la granulesa no correlaciona -

con el desarrollo folicular.

Ilo. Existe exportacién de iones y proteinas del folfculo -

durante su maduracién.
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RESUMEN

El 1{quido folicular fue colectado de folfculas de cer

do de diférentes_tnmnﬁus. Las concentraciones de proteinas

: +4 ++
.Ca ", Fe

-

. Mg, Zn++, ¥ el nfimers de las cflulas de 1la -
grunuiosa fueron determinadas. El volumen y tamafleo folicu-
lar pr.omcdio fue de 124.8 1 87,4 microlitros y 6.49 T 2,35
mm respectivamente. La correlacién entre ambos pardmetros-
fue alta, positiva (r = 0.903) y muy significativa - - -

(p< 0.001} usfindose posteriormente para estimar ¢l volumen-~
folicular. E1 promedic de la concentracidn d¢ protefnas -
{mg/m1) v de¢ los iones divalentes ({ug/ml) cn el ligquide fo-
licular fuc: protefnas (63.6 > 16.8}, Ca”* (74.2 % 77.6), -
Mg*T (26,0 T 4.13), FetT (4,33 T 6) y ZntT (3.2 % 7.6). Las
concentraciones de estos cemponentes en &1 liguido folicu--
lar son menores © scemcjantes a las del suerp, por lo que sc
concluye que no existe un proceso de trasudacidn para la -
formacibén del liquido folicular. Los folfculos fucron divi
didos en tres categorias de acuerdo a las concentracicones -
de los iones y proteinas en: pequeios (1 - 3 mm), medianos-
[53.1 - 6 mm) ¥ grandes (6.1 - 12 mm). Encontrindose que es
tas concentraciones estin clevadas on les folfculos peque-~
fios, para disminuir en los medianes y estabilizarse en los-
grandes. Neo se¢ encontrd correlacién entre el tamafo folicy

lar, la concentracidén de los iones divalentes vy las protef-
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nas. Por lo tanto, sc concluye que ninguno de estos pari-

metros influye en el crecimiente folicular.
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