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Resumen

El objetivo de este estudio fue determinar la expresion de proteinas del fluido folicular (FF) y su relacién con la calidad
del oocito. Se evaluaron 52 ovarios de planta de faenado de vacas Cebid comercial, mediante la técnica de diseccion y
aspiracion folicular se obtuvo FF y oocitos. Las evaluaciones realizadas fueron: calidad del oocito por aspecto citoplas-
matico y células del cimulos y perfil de proteinas del FF mediante SDS-PAGE. Se realizé el andlisis descriptivo, a través del
procedimiento MEANS, andlisis de varianza (PROC. ANOVA) y para las diferencias estadisticas significativas se usé la prueba
de comparacion de Bonferroni con un nivel de significancia del 5%, mediante el paquete estadistico SAS®. El 52% de los
oocitos se categorizaron con calidad I-Il. El andlisis unidimensional de las proteinas del FF evidencio la presencia de 25
bandas de proteina entre 9 y 240 kDa. En foliculos <3 mm se expresaron 23 bandas, en foliculos de 3 y 6 mm 19 bandas
y en foliculos >6mm 20 bandas. Las bandas de peso molecular (PM) de 26kDa, 57kDa y 68kDa representan la mayor con-
centracion en el FF; 4 bandas de PM 14 KDa, 34 KDa, 76 y 79 KDa, solo en foliculos de <3mm, 2 bandas de PM 9y 91 KDa
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solo en foliculos de >3 mm. La banda de 32 KDa no se observé en foliculos > de 6mm. Las bandas de mayor frecuencia de
presentacion fueron las de 26, 40, 42, 57, 68, 240 KDa. Las bandas de proteina que se asociaron con la calidad del oocito
en forma significativa (p<0,05) fueron las de PM 24, 57, 68 y 164 KDa para FF de foliculos <3mm y las bandas de PM 13,
26y 38 kDa entre 3 y 6mm, y la de 26 kDa a foliculos > de 6mm. Los resultados nos indican asociaciones de la calidad del
oocito con algunas bandas de proteina.

Palabras clave: Foliculo bovino; bandas de proteinas; oocito; perfiles proteicos

Abstract

This study was aimed at determining follicular fluid (FF) protein expression and its relationship with oocyte quality. FF
and oocytes were obtained by dissection and follicular aspiration of the ovaries from fifty-two commercial Zebu from a
slaughterhouse. Oocyte quality was measured by cytoplasmic aspect and cumulus cells and FF protein profile by SDS-PAGE.
The SAS statistical package’s PROC MEANS and analysis of variance (ANOVA) were used for descriptive analysis and the
Bonferroni comparison test for assessing significant statistical differences (5% significance level); 52% of the oocytes were
categorised as having I-ll quality. One-dimensional SDS-PAGE analysis of FF proteins revealed 25 protein bands having 9
kDa to 240 kDa molecular weight (MW); 23 bands were expressed in <3 mm follicles, 19 bands in 3 and 6 mm follicles and
20 bands in >6 mm follicles. The 26kDa, 57kDa and 68kDa bands” MW represented the highest FF concentration whereas
only four bands (14 kDa, 34 kDa, 76 and 79 kDa MW) were found in <3mm follicles and only 2 bands (9kDa and 91 kDa
MW) in >3 mm follicles. The 32 kDa band was not observed in >6mm follicles. The 26, 40, 42, 57, 68 and 240 KDa bands
occurred with the greatest frequency. The protein bands which were significantly associated with oocyte quality (p<0.05)
were 24, 57, 68 and 164 kDa MW for <3mm follicles, 13, 26 and 38 kDa MW bands for 3 and 6mm follicles and 26 kDa
for >6mm follicles. The results indicated oocyte quality association with some protein bands.

Key words: bovine follicle; protein band; oocyte; protein profile.

Resumo

Este estudo teve como objetivo determinar a expressdo de proteinas do fluido folicular (FF) e sua relacdo com a qualidade
do odcito. Avaliou-se 52 ovarios de vacas Cebd comercial colhidos em abatedouro e através da técnica de dissecacao e
aspiracdo folicular obtivera-se o FF e os odcitos. As avaliagoes realizadas foram: qualidade do odcito pelo aspecto citoplas-
matico e células do cimulos e o perfil de proteinas do FF mediante SDS-PAGE. Realizou-se a andlise descritiva, através do
procedimento MEANS, anadlise de varidncia (PROC. ANOVA) e para identificar as diferencas estatisticas significativas, utilizou-
se a prova de comparagao de Bonferroni com um nivel de significincia de 5%, através do pacote estadistico SAS®. O
52% dos odcitos foram classificados como qualidade | e 1l. As analises unidimensionais das proteinas do FF evidenciaram
a presenca de 25 bandas de proteina entre 9 y 240 kDa. Em foliculos <3 mm expressaram-se 23 bandas, em foliculos entre
3 e 6 mm 19 bandas e em foliculos >6mm 20 bandas. As bandas de peso molecular (PM) de 26kDa, 57kDa e 68kDa sao
as mais frequentes no FF; 4 bandas de PM 14 KDa, 34 KDa, 76 y 79 KDa, solo em foliculos de <3mm, 2 bandas de PM
9y 91 KDa solo em foliculos de >3 mm. A banda de 32 KDa ndo foi observada em foliculos> de 6mm. As bandas mais
frequentes foram 26, 40, 42, 57, 68, 240 KDa. As bandas de proteina que se associaram a qualidade do oécito em forma
significativa (p <0,05) foram as de PM 24, 57, 68 e 164 KDa para FF de foliculos <3mm e as bandas de PM 13, 26 e 38 kDa
entre 3 e 6mm, e a de 26 kDa a foliculos >6mm. Os resultados indicam associacoes entre qualidade do odcito e algumas
bandas de proteina.

Palavras-chave: Foliculo bovino; fluido folicular; o6cito; bandas de proteina

Introduccién

Los procesos fisiologicos relacionados con el creci-
miento y degeneracion de los foliculos ovaricos du-
rante el ciclo estral en bovinos han sido tema de los
grupos de investigacion durante las dltimas décadas. El
desarrollo folicular es un proceso dindmico caracteri-
zado por la proliferacion y diferenciacion celular, cuyo
fin es proporcionar un medioambiente éptimo para la
maduracién del oocito y posterior preparacién para
su fecundacion (Amstrong y Webb, 1996). El enten-
dimiento de la dindmica y el proceso de maduracion
requiere del conocimiento de los diversos aspectos
que lo influencian como la esteroidogénesis, la parti-

cipacion de sustancias en el fluido folicular (FF) que
intervienen en la diferenciacion celular, el crecimiento
del foliculo y la ovulacién (Petrucci et al., 2014), asi
como su efecto en las diversas formas de competencia
adquiridas por el oocito. Asi mismo los estudios de la
composicion del FF han llegado a generar indicaciones
de requerimientos celulares que pueden ser usados
como una guia en la formulacién de medios de cultivo
celular en procesos de producciéon de embriones in
vitro (Gerard et al., 2002).

El FF contiene proteinas entre otras moléculas que
inciden en los procesos de maduracién nuclear y ci-
toplasmatica del oocito (Sirard et al., 1998), es especi-
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fico de cada especie y puede presentar variaciones en
su composicion, dependientes del estado fisiolégico.
Dentro los procesos de maduracion oocitaria se en-
cuentran modificaciones moleculares (Kubelka et al.,
2000), redistribucion de organelos intracelulares (Sto-
jkovic et al., 2001) y los mecanismos de liberacion de
Ca2+ (Wang et al., 2003).

Los cambios estructurales en el oocito estan acom-
panados de una serie de procesos bioquimicos, que
establecen una compleja cascada de eventos de fosfo-
rilacion y desfosforilacion de proteinas, que involucran
el reinicio y la regulacién de la meiosis (Sousa et al.,
2004, Dekel 2005 y Dumont et al., 2005). La pérdida
de sincronia de este tipo de eventos va a influir nega-
tivamente en el desempeno y calidad de los oocitos
que originaria una baja de producciéon de embriones
viables.

Los estudios adelantados en Colombia sobre dinami-
ca folicular han empleado herramientas como el ultra-
sonido y la determinacién de perfiles bioquimicos en
sangre. Como se menciond anteriormente la determi-
nacion de proteinas en el FF proporcionan una com-
prensiéon mas profunda en los procesos de desarrollo
folicular y maduracién oocitaria por la cual el objetivo
de este estudio fue determinar los cambios en los per-
files de las proteinas del fluido folicular relacionados
con la calidad del oocito.

Materiales y métodos

En este estudio se utilizaron ovarios, foliculos, FF y
oocitos de tractos uterinos de vacas Cebud comercial
obtenidos en el frigorifico-Friogan de Villavicencio,
Meta. La recoleccion del FF, y la evaluacion de foli-
culos y oocitos y la cuantificacién y separacion elec-
troforética de proteinas del fluido folicular se llevé a
cabo en la Corporacién Colombiana de Investigacion
Agropecuaria (AGROSAVIA), en el Laboratorio de
Reproduccién del centro de Investigacion (CI) La Li-
bertad, ubicado en el kilémetro 17 via Puerto Lopez,
departamento del Meta a una altura de 467 mts so-
bre el nivel del mary en el laboratorio de Protedmica
del centro de Investigacion (Cl) Tibaitata, ubicado en
el kilbmetro 14 via Mosquera, del departamento de
Cundinamarca.

Obtencion de los Ovarios

Los ovarios fueron extraidos de tractos uterinos de 26
hembras bovinas ciclicas (presencia de cuerpo liteo
y foliculos en el ovario), de la raza cebu comercial
adultas. Una vez extraidos los tractos uterinos del ani-
mal, se depositaron en una bolsa de colecta, con so-

lucion de tampdn fosfato salino estéril (PBS) (por sus
siglas en inglés), o con solucién salina 0.9 % estéril a
36 £ 1°C %.

Evaluacion del fluido folicular

El fluido folicular se obtuvo por aspiracion directa del
foliculo ovarico con aguja calibre 16 acoplada a una
jeringa de 10 mL, su contenido se colocé en viales de
2 mL; posteriormente se realizé la bdsqueda de ooci-
tos y separacion del fluido folicular.

La muestra de fluido folicular se centrifugd a 13.000
rpm durante 30 minutos a 4°C, posteriormente se adi-
cioné inhibidor de proteasas (fenilmetilsulfonil fluoru-
ro) disuelto en dimetil sulfoxido (DMSO) (por sus siglas
en inglés), 3 pl por cada 1 ml de muestra, y se almace-
nd a -20 °C para su sucesivo uso.

Las proteinas se cuantificaron mediante el método co-
lorimétrico descrito por Bradford, 1976. La separacion
de las proteinas de fluido folicular se realizé6 mediante
electroforesis 1D SDS-PAGE de tipo desnaturalizante y
discontinuo, segun protocolo de Laemmli (1970). Los
geles se digitalizaron en el documentador de image-
nes Molecular Imagen Gel Doc, de Bio-Rad®. El ana-
lisis de los geles se realizé con el software Quantity
One ® de Bio-Rad.

Extraccion de foliculos y clasificacion

Luego de la recuperacion de los ovarios, se extraje-
ron los foliculos, estos fueron puestos en una placa
de petri con solucién de tampdn fosfato salino estéril
(PBS) sobre una platina calentadora 36°C; siguiendo la
técnica de Caixeta et al., 2008.

Posterior a la diseccion de los foliculos, la medicién del
tamafo se realizdé con ayuda de una lupa con ocular
graduado. (Estereoscopio, Olympus®). Los foliculos se
categorizaron segln su tamafo asi: Foliculos con un
tamafo entre 1 a 3,0 mm (TI), foliculos con un tamahno
entre 3,1 a 6 mm (Tll) y foliculos con un tamafo 6,1 a
8 mm (THI).

Evaluacion de la calidad oocito

La evaluacién de la calidad del oocito se realizé con
base en el aspecto de su citoplasma y las caracteristi-
cas del cdimulo que lo rodea, para ello nos apoyamos
en lo descrito por Solis et al, 2012 y la modificacion
que se consideré fue la integracion del grado Ill y IV.
Evaluando en este estudio los grados | (Gl), Il (GlI) y 1l
(Gl (tabla 1).
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Tabla 1. Criterios de seleccién de los COCs Fuente: Solis et
al., 2012.

Clasificacion Descripcion

Cumulos con capas mudiltiples,

Grado | Cumulos compacto, La totalidad
rado B
del cimulos es clara y transparente,

citoplasma homogéneo

Cumulos como grado uno o algo
mds oscuro y menos y transparente,
Citoplasma con granulacién

mads gruesa y mas oscura en la
periferia que en grado uno

Grado Il

Cumulos menos compacto,
mds oscuro que en uno o dos,
Citoplasma con manchas oscuras

Grado 1l

Grado IV Sin cdmulos o expandidos

Andlisis estadistico

El andlisis de la informacién se apoyé en estadistica
descriptiva, utilizando el paquete estadistico SAS®,
procedimiento MEANS, ANAVA, y CORR. Para las dife-
rencias estadisticas significativas se uso la prueba de
comparacién de Bonferroni con un nivel de significan-
cia del 5%.

Resultados

Proteinas totales del FF en foliculos de ovarios de
bovinos

La concentracion promedio de proteina total del FF en
foliculos (<3mm) fue de 60,6£16,6 ug/dl; de 50,6+21,0
pg/dl en foliculos (3-6mm) y de 53,4+16,3 ug/dl en fo-
liculos mayores de 6mm. Al andlisis estadistico, estos
valores no presentan diferencias (p>0,05) en funcion
del tamano del foliculo.

En el fluido de los foliculos de 3-6 mm la concentracion
de proteina total correlacioné positivamente (r=0,29,
p<0,05) con oocitos de buena calidad, y en oocitos de
mala calidad (r=0,27, p<0,05). En foliculos >6 mm la
concentracion de proteina total correlacioné (r=0,39,
p<0,05) con oocitos GII.

En estos resultados, se pudo detectar una correlacién
(r=0,43, p<0,05) para la concentracién de proteina de
fluido folicular de foliculos >6mm y oocitos Gll en el
lado derecho del ovario.

En el ovario izquierdo la concentracién de proteina
del fluido folicular de foliculos de 3-6 mm correlacioné
(r=0,37, p<0,05) con oocitos Glly (r=0,39, p<0,05) con
oocitos GllIl. Mientras que en el fluido de los foliculos
>6 mm se encontré una correlacion (r=0,40, p<0,05)
con la calidad oocito GlI.

Perfiles electroforéticos unidimensionales
SDS- PAGE de proteinas del FF en foliculos
de diferentes tamarios

El andlisis de las imagenes de los geles unidimensio-
nales permitié establecer a nivel general, un nimero
de 25 bandas de proteina expresadas en el FF de los
diferentes foliculos evaluados, con pesos moleculares
entre 9 y 240 kDa (figura 1). En foliculos de tamafo |
se expresaron un total de 23 bandas de proteina con
pesos moleculares entre 13 a 240 kDa, 19 bandas de
proteina entre 9 a 240 kDa se expresaron en FF de
foliculos de tamafo Il, y 20 bandas de proteina entre
9 y 240 kDa se expresaron en FF de foliculos con ta-
mano llI.

Las proteinas de 14 kDa, 34 kDa, 76 kDa y 79 kDa
Unicamente se expresaron en el fluido folicular de fo-
liculos de tamano | (<3mm), de igual forma la banda
de proteina de 32 kDa se presento en los foliculos de
tamafnos | y Il y las bandas de proteina de 24 y 98
kDa en los foliculos de tamafo |y lll, por otra parte las
bandas de proteina de 9 y 91 kDa no se presentaron
en los foliculos de tamafo | (figura 2).

Figura 1. Perfil electroforético unidimensional de bandas de
proteina de fluido folicular de ovarios de vacas Cebt comer-
cial. El marcador de peso molecular, se ubicé al lado izquierdo
de la imagen, el peso molecular de las bandas de proteinas se
relacionaron en kilo Dalton (kDa). Con flechas café se sefialan
las bandas de proteinas presentes en este estudio.
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Tamafiol

Tamaiio Il Tamano Il

Figura 2. Andlisis de expresién de bandas de proteinas de
fluido folicular (peso molecular) presentes en el perfil elec-
troforético en cada tamario de foliculo.

Concentracion de las bandas de proteina de fluido
folicular en foliculos de tamario I, Il y 111

La banda de proteina con peso molecular de 68 kDa,
representa el 24,45% del total de la cantidad relativa de
proteina del FF, labanda de 57 kDa el 13,65%, y la ban-
da de 26 kDa el 20,81%, estas bandas son las que iden-
tifican a un grupo de proteinas del FF con un promedio
de concentracion relativo mayor, que constituyen el
58,91% de la concentracion total. En contraste las ban-
das de proteinas de 210,164,98,91,79,76,34,32,24,14
y 9 kDa, representan solo el 7,38 %. Sobresalen en
los resultados, la banda de 68 kDa como la de mayor
concentracion en el FF de los tres tamanos de foliculo,
seguida de la banda de 26 kDa y de 57 kDa. Es noto-
rio que a medida que aumenta el tamaio folicular, au-
menta la concentracion de las bandas de 68 y 57 kDa,
mientras es estable la concentracion para la banda de
26 kDa. Se evidencié diferencia estadistica (p<0,05)
en la concentracién relativa de la banda de 164 kDa,
entre el ovario derecho e izquierdo.

Frecuencia de presentacion de las bandas de proteina
de fluido folicular en foliculos de tamaiio 1, Il y 111

Las bandas de proteinas con mayor frecuencia de pre-
sentacion (80%) en foliculos de tamano | fueron las
de 240 kDa, 68 kDa, 57 kDa,26 kDa, 40 y 42 kDa y
las bandas de 34, 24 y 14 kDa fueron las de menor
frecuencia (20%). En foliculos de tamafo Il, las ban-
das de 240 kDa, 57 kDa, 26 kDa, 68 kDa, 85 kDa, 40
kDa, 137 kDa, 178 kDa, 42 kDa fueron las de mayor
frecuencia y las de menor presentacién fueron las ban-
das de 32 kDa, 9 kDa, 210 kDa, 91 kDa, y finalmente
en foliculos de tamano I, las bandas por encima del
80% de presentacion son las de 240 kDa, 210 kDa, 68
kDa, 57 kDa, 26 kDa, 85 kDa,137 kDa, 40 kDa, y con

menor presentacion las de 9 kDa, 42 kDa,91 kDa, 124
kDa,178 kDa, 24 kDa, 13 kDa, y 18 kDa.

Relacion entre las bandas de proteinas del Fluido
Folicular provenientes de foliculos de diferentes
tamaiios y la calidad del oocito

Se observé correlacion (r=0.66, p<0.001) entre la ban-
da de 164 kDa vy la calidad Il del oocito, para el tama-
fo | del foliculo. En este mismo tamano de foliculo se
encontré que la proteina de 57 kDa se correlacioné
inversamente (r=-0.36; p<0,05) con el oocito de cali-
dad Ill. En el FF del foliculo de tamafo Il, la proteina
de 38 kDa se correlacion6 (r=0.68, p<0.003) con la
calidad I del oocito, en tanto que la banda de 26 kDa
correlaciond6 (r=-0.42, p<0.02) con oocitos de este mis-
mo grado de calidad. En el tamano Il del foliculo, la
banda de 26 kDa correlacioné (r=-0.53, p<0.008) con
oocitos de calidad GlI.

Asociacion entre las proteinas del FF y la calidad
del oocito en foliculos de diferente tamaiio
en el ovario derecho

En fluido de foliculos de tamano |, la banda de 164
kDa correlacioné (r=0.8, p<0,05 con oocitos calidad
Gl, mientras que oocitos de calidad Glll correlacio-
naron con las bandas de 68 KDa, 57KDa (r=-0.45 y
-0.62 respectivamente, p<0.05). En fluido de foliculos
de tamano I, las bandas de 38 KDa y 26 KDa corre-
lacionaron (r=0.74 y -0.58 respectivamente, p<0.05)
con oocitos calidad Gl. La calidad GlII del oocito co-
rrelacioné (r=0.72, p<0.05) con la banda de 13KDa.
Las bandas de proteina de FF de foliculos tamano I,
no presentaron correlaciones con la calidad del ooci-
to del ovario derecho.

Asociacion entre las proteinas del FF y la calidad
del oocito en foliculos de diferente tamaiio
en el ovario izquierdo

En fluido de foliculos de tamano | del foliculo, la banda
164 kDa correlacionaron (r=0,62, p<0,05) con oocitos
de buena calidad. La calidad Gl del oocito, correla-
ciond (r=0.82, p<0.02) con la banda de 98 KDa, mien-
tras que el oocito calidad GllIl correlacion6 (r=0.82,
p<0.023) con la banda de 210 KDa. En el fluido del
foliculo de tamano Il, la banda de 124 kDa correlacio-
né (r=0.89, p<0.05) con el grado de calidad GlII del
oocito, mientras que la banda de 68 KDa correlacion6
(r=0.74, p<0.05). Finalmente, en el fluido del foliculo
tamano lll, las bandas de 68 kDa y 26 KDa se correla-
cionaron (r=0.71 y -0.63 respectivamente, p<0.05) con
calidad del oocito grado II.
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Calidad del oocito

Los 403 oocitos evaluados en esta investigacion fue-
ron colectadas 321 en foliculos tamafio |, 69 foliculos
tamano Il y 13 foliculos tamano lll. Se clasificaron en
calidad Gl (93), Gll (115) y GIll (195) oocitos. Para
el tamafo de los foliculos <3 mm los oocitos fueron
de calidad Gl: 73, GlI:52 y Glll: 158, en el tamafio Il
en calidad GI:20, GlI:54, y en Glll:33 y finalmente en
foliculos definidos como mayores de 6 mm en calidad
Gll: 9y Glll:4. En la tabla 2, se observa los promedios
de oocitos obtenidos de foliculos aislados del ovario
derecho e izquierdo colectados de estructuras de ma-
tadero por grado de calidad (G I, GllI, Gll) clasificados
por la escala de Solis et al., 2012, los resultados indi-
can que para todos los tamafios determinados |, Il, y
I, en los grados de calidad (Gl, GlI,GlIll) dnicamente
se encontr6 diferencia entre los oocitos de foliculos
de ovario derecho e izquierdo de tamano Il (3-6 mm)
y clasificacion de calidad Gl (Cdmulos como grado
uno o algo mds oscuro y menos y transparente, cito-
plasma con granulacién mas gruesa y mas oscura en
la periferia que en grado uno) en forma significativa
(p<0.05).

Discusién

Las concentraciones de proteinas de fluido folicular de
esta investigacion se encuentran dentro de los rangos
promedio de concentracién de proteinas totales en
fluido folicular (Villa et al., 2009; Nandi et al., 2007;
Leroy et al., 2004); sin embargo, nuestros resultados
difieren de los de Aller et al., 2013; Shabankareh et
al., 2013 en bovinos, que describen una disminucién

en la concentracion total de proteinas a medida que
aumentaba el tamano del foliculo. Aspectos como el
didmetro folicular, crecimiento oocitario y folicular
conllevan a fluctuaciones en la concentracion de las
proteinas y otros metabolitos por una mayor capaci-
dad de filtracién en la estructura folicular en foliculos
grandes (Fortune y Hansel, 1985; Nandi et al., 2007;
Rahman et al., 2008; Tabatabaei et al., 2011); y tam-
bién es mayor en foliculos sanos (foliculos irrigados)
a diferencia de foliculos atresicos segtn Clarke et al.,
2006. Lo anterior respalda los resultados encontrados
en esta investigacion.

Para determinar la presencia de bandas de proteinas
del fluido de foliculos las muestras se sometieron a
SDS-PAGE, evidenciandose un ndmero de 25 bandas
de proteinas similares a los descritos por Ribeiro et al.,
2012 e inferiores a los encontrados por Mortarino et
al.,,1999 y Zachut et al.,2016; y a los encontrados por
Petrucci et al., 2014 en foliculos entre 15 y 40 mm; y
en otros estudios de proteémica realizados en fluido
folicular en bdfalos (Fu et al., 2016). Las bandas de pro-
teinas detectadas en fluido folicular bovino denotan la
presencia de albuminas, cadenas pesadas de inmuno-
globulinas, alfa-1-antitripsina, alfa-2-macroglobulinas,
angiotensinas, apolipoproteinas, antitrombinas, fibri-
négeno, haptoglobulinas, lactoferrinas, transferrinas
entre otras (Sunderland et al., 1996; Driancourt, 2001;
Fahiminiya et al., 2011; Ambekar et al., 2013).

Como se expresé anteriormente las bandas de protei-
nas con pesos moleculares de 14 y 34 kDa solo se
detectaron en foliculos menores 3 mm, su peso mo-
lecular sugiere que se trate de las haptoglobulinas «

Tabla 2. Promedios de oocitos clasificados por tamafo y calidad obtenidos de foliculos de ovarios derecho e izquierdo.

Tamaiio Calidad Oocitos (-ie foliculos Oocitos-de- foll'f:ulos
del ovario derecho del ovario izquierdo
Gl 1,4242,21a 1,38%1,79a
I (<3 mm) Gll 2,15+2,37a 1,30+1,56a
Gl 2,80+2,38a 3,26+3,40a
Gl 0,61+1,16a 0,15+0,36a
Il (3-6 mm) Gl 0,42+0,75a 0,19+0,49a
G 0,96+1,45a 0,30+0,78b
Gl -
Il (>6mm) Gl 0,1140,32a 0,23+0,65°
Gl 0,13£0,196a 0,11+0,32¢2

Media + SEM; medias con letras diferentes indican diferencias entre grupos de tipo significativo *p<0,05 o altamente significativo ** p<0.001
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1 chain; factores de crecimiento entre ellos IGFB2,
caracterizados por aumentar la proliferacion y dife-
renciacion de células foliculares segin Monget et al.,
1996; inmunoglobulinas con acciones en el esperma-
tozoide y la interaccion de este con el oocito, y sinte-
sis en respuesta a agentes infecciosos (Fahiminiya et
al., 2011). Asi mismo en este tamafno se encontraron
las bandas de 76 y 79 kDa que pueden corresponder
con la familia de las transferrinas (de Jong et al.,1990)
involucradas en el transporte de hierro, la reduccién
de ROS vy procesos de atresia folicular. La banda de
proteina de 32 kDa se identificé en los foliculos de
tamafno | y Il, que puede corresponder a los factores
de complemento C3 (31,84 PM aprox.) segun Bianchi
et al.,, 2013; los genes de esta proteina tienen accién
reguladora de hormonas tiroideas, glucocorticoides y
de estrégenos entre otros (Fahiminiya et al., 2010; Yoo
et al., 2013). Las bandas 98 y 24 kDa se encontraron
en el fluido de foliculos de tamafo | y Ill, la primera
puede ser una proteina de la familia de las gelatinasas,
y la segunda corresponder a factores de crecimiento
insulinico (tipo 4) de importancia en procesos de cre-
cimiento y desarrollo folicular. Las bandas de 9 y 91
kDa detectadas en los tamafos Il y Ill, podrian ser: la
de 9 kDa una proteina relacionada con el factor de
crecimiento como el epidermal, este tipo de proteinas
son exclusivas de la interaccion de las células granu-
losa, de la teca y el metabolismo folicular (Schweigert
et al.,, 2006, Hill 1989 vy Jans et al., 1998). La banda de
proteina de 91 kDa identificada podria ser una protei-
na relacionada con la gelsolina, participa en procesos
contractiles y morfogenéticos que ocurren durante el
desarrollo folicular, ovulacion modulando la actividad
de la actomisina ATPasa (Teubner et al., 1994).

En este estudio se encontré que las bandas 68 kDa,
57 kDa, 26 kDa son las que representan mayor con-
centracion en los tres tamanos foliculares. Ribeiro et
al., 2012 y Gradela et al., 1998 reportaron como ban-
das de mayor concentraciéon las de 68 y 26 kDa. La
concentracion de las bandas de proteina de 68 y 57
kDa aumenta en forma progresiva a medida que el ta-
maio folicular es mayor. La banda de 68 KDa podria
corresponder a la albumina sérica bovina que fuera
reportada por Ribeiro et al., 2012 como la de mayor
frecuencia y concentracion en fluido folicular, esta
banda de proteina ha sido descrita igualmente en se-
men bovino (Oberst et al., 2002) y en fluido uterino
(Alavi et al., 2006). Principal proteina del plasma, la
cual es de fundamental importancia para la regulacion
de la presién oncética, transporte de hormonas tiroi-
deas, acidos grasos, acidos grasos libres, mantenimien-
to pH entre otras (Fahiminiya et al., 2011;Ambekar et
al., 2013). Su concentracion y presencia en los perfiles

podria explicar su expresion en este estudio. La banda
de 57 KDa identificada en nuestro estudio puede co-
rresponder bien sea a la serpina o a la cadena pesada
de la inmunoglobulina G (IgG) Ulbrich et al., 2009. La
banda de 26 KDa posiblemente corresponda a la pro-
teina ligante de IGF-4 (IGFBF-4) segln Gradela et al.,
(1998) y ha sido detectada en células de la teca, espe-
cialmente aislada de foliculos de menor tamano, dicha
proteina aumenta su concentracién dependiendo de
los niveles de LH (Amstrong et al.,1996).

De las 25 bandas detectadas solamente la banda de
164 kDa present6 diferencias significativas (p<0,05) en
los diferentes tamanos del ovario derecho e izquierdo.
Esta banda puede ser la descrita por Andersen et al.,
1976, como una proteina del grupo de las inmunog-
lobulinas o de la inhibina subunidad o (Austin et al.,
2001).

Como se describié anteriormente se encontraron co-
rrelaciones de las bandas de 164 kDa con oocitos de
calidad regular y la banda 57 kDa con oocitos de mala
calidad en los foliculos < 3mm, al respecto Tao et al.,
2014 reportaron una proteina de peso molecular apro-
ximado 54,9 kDa como la vitamina D, la cual se asocia
con atresia folicular durante la foliculogénesis (Tao et
al., 2014), lo cual explicaria el resultado encontrado en
la presente investigacion. La banda de proteina 164
kDa se ha relacionado con inhibinas con accion princi-
pal en la secresion FSH y en otros factores producidos
localmente en la gonada (IGF-I; TGF-B, activina) (Cola-
zo y Mapletoft, 2014).

Las bandas de 26 y 38 kDa que correlacionaron con
oocitos de buena calidad en foliculos de 3-6 mm
pueden corresponder a proteinas identificadas como
factores de crecimiento producidos en los oocitos, cé-
lulas tecales y de la granulosa en las diferentes etapas
de desarrollo folicular, estas estan involucrados en la
proliferacion y diferenciacion de células foliculares me-
diante la activacion de acciones de las gonadotrofinas
que ejercen funciones como la esteroidogénesis, ma-
duracion del oocito (Knight y Glister 2003). El anterior
argumento explicaria los resultados de este trabajo.
Llama la atencion que en foliculos > 6 mm la acciéon
de la banda de 26 kDa tiene un efecto contrario al
mencionado anteriormente con respecto a la calidad
del oocito.

En el caso de la evaluacion de calidad por cimulos y
citoplasma del oocito (Solis et al.,, 2012), los oocitos
calidad tipo | evaluados en nuestros estudios presen-
tan porcentajes inferiores a los reportados en vacas y
novillas (Rizos et al., 2005); y en ovarios de hembras
Bubalus bubalis utilizando la técnica de diseccién foli-
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cular (Quintana et al., 2012), pero fueron similares a
los porcentajes descritos por Leal et al., 2010 en esta
misma especie.

El nimero de oocitos calidad grado Gl fue mayor en
foliculos con tamanos <3 y 6 mm, del ovario dere-
cho. En este mismo tamano de foliculos, el porcenta-
je de oocitos clasificados como calidad Glll es mayor
(p<0.05) en el ovario izquierdo. Los porcentajes repor-
tados en el Grado Il de calidad oocitaria son ligera-
mente inferiores a los obtenidos en bufalos en técnicas
de aspiracion y diseccion de foliculos (Leal et al., 2010;
Quintana et al., 2012) y en aspiracion guiada por ultra-
sonido en vacas y novillas (Rizos et al., 2005).

Este resultado sugiere existen diferencias entre los ova-
rios, asociadas con los oocitos de calidad mala (Glll) y
el tamano folicular clasificado como 1l, debido al fase
de crecimiento del foliculo en el ciclo estral. Por otra
parte, al considerar los valores obtenidos por tamano
de foliculos I, 11, lll'y calidad buena (Gl) y regular Gll de
los oocitos, su porcentaje es de 51% oocitos similar a
los que se seleccionan para procesos in vitro.

Conclusiones

La concentracién de proteina total en el fluido folicular
es un indicador de la calidad del oocito.

Este trabajo permitié establecer la presencia de deter-
minadas bandas de proteinas en etapas especificas del
desarrollo folicular.

Los resultados de esta investigacion demostraron la
importancia del andlisis protedmico en la bisqueda de
bandas de proteinas asociadas en la calidad del oocito.

La expresion, presentacion y concentracion de bandas
de proteina varian con el tamano del foliculo, y la com-
posicion del fluido influye en la calidad del oocito.

Recomendaciones

Los resultados encontrados ameritan realizar nuevas
investigaciones que permitan aclarar la funcién de es-
tas proteinas en el crecimiento folicular.

Es conveniente adelantar procedimientos mas sen-
sibles que permitan obtener informacion de las dife-
rentes etapas del ciclo estral en bovinos y realizar la
secuenciacion las proteinas detectadas.

A partir de esta investigacion se pueden adelantar estu-
dios en busqueda de marcadores de calidad oocitaria
que permitan seleccionar hembras de mayor fertilidad.
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