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4. RESULTADOS.

De las 7 glicosidasas analizadas en este estudio, no se detecté actividad a-D-
galactosidasa y neuraminidasa en ninguna de las muestras de FO bovino (FOB) y
porcino (FOP), por lo que a continuacion describiremos los resultados obtenidos para
las otras 5 glicosidasas (a-L-fucosidasa, 3-D-glucosaminidasa, B-D-galactosidasa, a-D-
manosidasa, (-D-galactosaminidasa) que si presentaron actividad enzimatica en el FO
de ambas especies.

Los valores brutos de fluorescencia de las 5 glicosidasas con actividad en el fluido
oviductal, tanto bovino como porcino, fueron mayores que los obtenidos para estas
mismas enzimas en el plasma seminal humano, empleado como control positivo en
este estudio.

4.1. Especie bovina.

4.1.1. Unidades de actividad enzimatica en el FOB.
Como se puede observar en la Tabla 13, el fluido oviductal bovino (FOB) presenté
actividad a-L-fucosidasa, B-N-acetil-glucosaminidasa, [-D-galactosidasa, a-D-
manosidasa y B-N-acetil-galactosaminidasa sin diferencias significativas entre la fase
folicular y luteal.

4.1.2. Actividad enzimatica especifica en el FOB.
Al transformar los datos a actividad enzimatica especifica (Tabla 14), observamos que
la actividad a-D-manosidasa (p= 0’033; Figura 9) y B-N-acetil-galactosaminidasa (P=

0’025; Figura 10) fue significativamente mayor en el FOB de hembras en fase folicular
que en fase luteal.
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Tabla 13. Unidades de actividad enzimatica en FOB en las distintas fases del ciclo estral. N= nimero de muestras.

Grupo Fase a-L- B-N-acetil- p-D- a-D- B-N-acetil-
fucosidasa glucosaminidasa galactosidasa manosidasa galactosaminidasa
Folicular 19'79 £ 406 51’37 £ 2’54 34’14 £ 1’04 50’68 + 183 36’53 £ 1’44
Paberes (N=30) (N=28) (N=31) (N= 32) (N= 30)
Luteal 24’68 £ 190 4771 £ 4’34 38’86 + 6’95 4763 + 1’52 34’06 £ 1°00
(N=72) (N=77) (N=76) (N=73) (N=72)
P 0217 0621 0667 0'246 0175

Tabla 14. Unidades de actividad enzimatica especifica en FOB en las distintas fases del ciclo estral. N= nimero de muestras.

Grupo Fase a-L- B-N-acetil- p-D- a-D- B-N-acetil-
fucosidasa glucosaminidasa galactosidasa manosidasa galactosaminidasa
Folicular 36’46 + 7’37 93’41 + 4’36 62’60 + 184 92’83 + 2’88 a 66’55 £ 2’40 a
Puberes (N=30) (N=28) (N=31) (N=32) (N=30)
Luteal 4312 + 3'31 8348 + 7'72 6805+ 12’36 8317 +267b 5948 + 173 b
(N=72) (N=77) (N=76) (N=73) (N=72)
P 0’343 0’451 0’783 0’033 0’025
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Figura 9. Actividad enzimatica especifica de a-D-manosidasa en
fluido oviductal bovino
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Figura 10. Actividad enzimatica especifica de -N-
acetilgalactosaminidasa en fluido oviductal bovino
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4.1.3. Concentracion de proteinas en el FOB.

La concentracion de proteina en el FOB no varié significativamente entre las distintas
fases del ciclo estral (Tabla 15).
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Tabla 15. Concentracion de proteina en el FOB de animales en las distintas fases del
ciclo estral. N= numero de muestras.

Grupo Fase Proteina (microgramos/microlitro)
Folicular 08 + 3’ =
Plberes 5428 + 3'71 (N= 34)
Luteal 55'89 + 2'92 (N= 78)
= 0751

4.1.4. Volumen de FOB recogido en cada fase.

El volumen de FOB obtenido, después de la aspiracion y la centrifugacion, se
establecio en relacion al numero de oviductos en cada fase del ciclo estral (Tabla 16).
El numero total de oviductos bovinos disecados fue 237 y no se observaron diferencias
en el volumen de FOB recogido en cada fase, que estuvo en torno a los 36ul/oviducto.

Tabla 16. Volumen de FOB recogido de oviductos de animales adultos. N = niumero de
oviductos en cada fase.

Grupo Fase Volumen (microlitros/oviducto)
Folicular ' ' =
Puberes 35’86 + 0’74 (N=75)
Luteal 3715 + 043 (N= 162)
P 0115

Teniendo en cuenta el volumen de FOB (microlitros/oviducto) y la concentracion de
proteinas (microgramos/microlitro) se calculd la concentracion de proteinas totales
(microgramos/oviducto) para cada fase del ciclo. La concentracion de proteinas totales
fue similar en ambas fases siendo los valores medios de 1.946’48 + 10928 y 2.076’31
+ 128’11 respectivamente para la fase folicular y luteal.

4 1.5. Correlacion entre las enzimas del FOB.

En la tabla 17 se muestran algunas correlaciones entre la actividad enzimatica
especifica de distintas enzimas del FOB.
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Tabla 17. indices de correlacién de la actividad enzimatica especifica entre distintas
glicosidasas del FOB.

Enzimas r? P

o-L-fucosidasa vs. B-N-acetil-galactosaminidasa -0°22 0’05
o-D-manosidasa vs. -N-acetil-galactosaminidasa 0’73 <001
-D-galactosidasa vs. a-D-manosidasa 0’74 <0’01

4.2. Especie porcina.
4.2.1. Unidades de actividad enzimatica en el FOP.

Los valores de unidades de actividad enzimatica para cada glicosidasa en el fluido
oviductal porcino (FOP) de animales puberes y prepuberes se reflejan en las Tablas
18y 19.

En las cerdas puberes, se observaron diferencias significativas a lo largo del ciclo
estral para todas las enzimas: a-L-fucosidasa (P=0’05; Figura 14), [B-N-acetil-
glucosaminidasa (P<0’01; Figura 11), B-D-galactosidasa (P<0’01; Figura 12), a-D-
manosidasa (P<0’01; Figura 13) y B-N-acetil-galactosaminidasa (P<0’01; Figura 14).
Por otra parte, en el grupo de las prepuberes se aprecia que las 5 enzimas manifiestan
alta actividad en la unica fase del ciclo estudiada, la folicular temprana.

Al comparar las actividades enzimaticas entre el FOP de fase folicular temprana de los

animales puberes y prepuberes, solo la enzima a-L-fucosidasa mostré una tendencia a
presentar mayor actividad en el FO de cerdas prepuberes (Figura 15, P<0’06).
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Tabla 18. Unidades de actividad enzimatica en fluido oviductal porcino de animales puberes en distintas fases del ciclo estral. N=
numero de muestras.

Grupo Fase a-L- B-N-acetil- p-D- a-D- B-N-acetil-
fucosidasa glucosaminidasa galactosidasa manosidasa galactosaminidasa
Folicular temprana 24’07 £ 5’27 ab 2842 + 4’55 ab 34’37 + 1’84 a 51°04 + 3’67 a 34'13+219a
(N=15) (N=16) (N=16) (N=16) (N=16)
Folicular tardia 2844 + 2’80 a 36’29 + 2’14 a 2320+ 167 b 3491+ 182b 2091+ 142 b
N (N=32) (N=31) (N=30) (N=31) (N=32)
Puber
Luteal temprana 14’97 £2°09 b 17’35+ 149b 2376 £ 167 b 3407+ 160 b 2300+ 206 b
(N= 26) (N= 26) (N= 26) (N= 26) (N=24)
Luteal tardia 2519 + 5’57 ab 3079+ 371 a 2407 £ 162 b 3829+ 165b 24’88+ 1’76 b
(N=22) (N=21) (N=22) (N=24) (N=22)
P 0’05 <001 <001 <001 <001

Tabla 19. Unidades de actividad enzimatica en fluido oviductal porcino de animales prepuberes en distintas fases del ciclo estral. N=
numero de muestras.

Grupo Fase a-L- B-N-acetil- B-D- a-D- B-N-acetil-
fucosidasa glucosaminidasa galactosidasa manosidasa galactosaminidasa
Prepuber Folicular temprana  37'43 + 3'47 30’87 + 5’37 31°91 + 2’55 47’93 £ 3'39 34’49 + 2’80
(N=15) (N=16) (N=16) (N=16) (N=16)
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Figura 11. Unidades de actividad enzimatica de a-L-fucosidasa en
fluido oviductal de cerdas puberes
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Figura 12. Unidades de actividad enzimatica de 3-N-
acetilglucosaminidasa en fluido oviductal de cerdas puberes
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Figura 13. Unidades de actividad enzimatica de B-D-galactosidasa
en fluido oviductal de cerdas puberes
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Figura 14. Unidades de actividad enzimatica de a-D-manosidasa
en fluido oviductal de cerdas puberes
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Figura 15. Unidades de actividad enzimatica de 3-N-
acetilgalactosaminidasa en fluido oviductal de cerdas puberes
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Figura 16. Actividad enzimatica comparada en fluido oviductal de
cerdas puberes y prepuberes en fase folicular temprana
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4.2.2. Actividad enzimatica especifica en el FOP.

Al transformar los datos del fluido oviductal de las cerdas puberes en actividad
enzimatica especifica, tal y como habia ocurrido al calcular los valores en unidades de
actividad enzimatica, se observaron diferencias significativas para todas las enzimas a
lo largo del ciclo estral (P<0’01; Tablas 20 y 21, Figuras 17 a 21). Por otra parte, en la
Unica etapa del ciclo estral estudiada en los oviductos procedentes de animales
prepuberes, la actividad enzimatica especifica fue alta para todas las glicosidasas.
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Tabla 20. Unidades de actividad enzimatica especifica en fluido oviductal porcino de animales puberes en distintas fases del ciclo

estral. N= niumero de muestras.

Grupo Fase

o-L- B-N-acetil- p-D-

fucosidasa glucosaminidasa galactosidasa

a-D-
manosidasa

B-N-acetil-
galactosaminidasa

Folicular temprana 4928 £ 10’79 ab 5818 + 9’31 a 7035+ 377a 104'49+751a 69'88 + 4’49 a
(N=15) (N=16) (N=16) (N=16) (N=16)
Folicular tardia 7208 £ 7’10 a 9196 £ 5’42 b 5879+ 4’24 ab 8848 £ 4’62 ab 5299 £ 3’61 b
] (N=32) (N=31) (N=30) (N=31) (N=32)
Puber
Luteal temprana 3308 £4’62 b 38’35+ 329 a 52’51 +369bc 7529 1 3’53 bc 5083 £ 4’55 b
(N= 26) (N= 26) (N= 26) (N= 26) (N=24)
Luteal tardia 4703 £ 10’39 ab 57’49 £ 6’93 a 44’94 + 3'03 c 7149+ 308 ¢ 46'45+329b
(N= 22) (N=21) (N=22) (N=24) (N=22)
P <001 <001 <001 <001 <001

Tabla 21. Unidades de actividad enzimatica especifica en fluido oviductal porcino de animales prepuberes en distintas fases del ciclo
estral. N= niumero de muestras.

Grupo Fase a-L- B-N-acetil- B-D- o-D- B-N-acetil-
fucosidasa glucosaminidasa galactosidasa manosidasa galactosaminidasa
Prepuber Folicular temprana 67°63 + 6’27 55'79 + 9’71 57°66 + 4’60 86’60 + 6’13 62’32 + 5’05
(N=15) (N=16) (N=16) (N=16) (N=16)
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Figura 17. Actividad enzimatica especifica de a-L-fucosidasa en
fluido oviductal de cerdas puberes
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Figura 18. Actividad enzimatica especifica de B-N-
acetilglucosaminidasa en fluido oviductal de cerdas puberes
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Figura 19. Actividad enzimatica especifica de p-D-galactosidasa en
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Figura 20. Actividad enzimatica especifica de a-D-manosidasa en
fluido oviductal de cerdas puberes
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Figura 21. Actividad enzimatica especifica de 3-N-
acetilgalactosaminidasa en fluido oviductal de cerdas puberes
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Al comparar las actividades enzimaticas especificas entre cerdas puberes y
prepuberes en fase folicular temprana, se observaron diferencias significativas en la
actividad especifica de la B-D-galactosidasa, que fue mayor en el FO de cerdas
puberes (P=0'04; Figura 21).
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Figura 22. Actividad enzimatica especifica comparada en fluido
oviductal de cerdas puberes y prepuberes en fase folicular

temprana
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4.2.3. Concentracion de proteinas en el FOP.

El FOP de las cerdas puberes (Tabla 22) mostré6 mayor concentracién de proteina en
fase luteal tardia (53'56ug/ul), sucedido por las secreciones producidas durante la fase
folicular temprana (48'85ug/ul) y la fase luteal temprana (4525ug/ul). La menor
concentracién de proteinas se obtuvo en la fase folicular tardia (39'46ug/ul).

Al calcular la concentracion de proteinas totales (jug)/oviducto se obtuvieron valores de
1.354°77 + 172’78, 2.11857 + 20065, 1.68049 + 122’79 y 1.563'20 + 149’76
respectivamente para la fase folicular temprana, folicular tardia, luteal temprana y
luteal tardia. La mayor concentracién de proteinas/oviducto se alcanzé en los
momentos previos a la ovulacion, en la fase folicular tardia (P=0'02).
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Tabla 22. Concentracion de proteina en el FOP de animales puberes. N= niumero de
muestras.

Proteina

Grupo Fase (microgramos/microlitro)

Folicular temprana 4885 + 3'55 (N=25) ab

Folicular tardia 39’46 + 142 (N=57) a
Puber

Luteal temprana 4525 + 253 (N= 53) ab

Luteal tardia 53'56 + 3'95 (N=33) b
P <0'01

Por otra parte, la concentracion de proteina del FO de las cerdas prepuberes en la
unica fase del ciclo estudiada fue de 55’°34ug/ul (Tabla 23).

Tabla 23. Concentracion de proteina en el FOB de animales prepuberes. N= numero
de muestras.

Proteina

Grupo  Fase (microgramos/microlitro)

Prepuber Folicular temprana 55’34 £ 432 (N= 27)

4.2.4. Volumen de FOP recogido en cada fase.

Para la determinacion del volumen de FOP, al igual que en el FOB, se tuvo en cuenta
el numero de oviductos por grupo y la fase del ciclo estral. EI niumero total de
oviductos disecados en esta especie fue de 269.

En el grupo de las hembras puberes (Tabla 24), el mayor volumen de FOP se secreto
en la fase folicular tardia (50'62ul/oviducto), lo que se corresponde con el momento
cercano a la ovulaciéon. Una vez producida la ovulacion (fase luteal temprana), la
secrecion de FO descendid significativamente (P<0’01) y de forma progresiva
conforme el ciclo estral avanzoé.
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Tabla 24. Volumen de FOP recogido de oviductos de animales puberes. N = numero
de oviductos en cada fase.

Grupo  Fase (micro}iltc:'tlsr?:vr;ducto)
Folicular temprana 2795+ 0’26 (N=49) a
Puber Folicular tardia 5062 £ 1’26 (N=48) b
Luteal temprana 40’16 + 1’32 (N=60) c
Luteal tardia 30’00 £ 0’54 (N=69) a
P <001

En las cerdas prepuberes en fase folicular temprana se recogieron 23’48 + 0’57l de
fluido en cada oviducto (Tabla 25).

Tabla 25. Volumen de FOP recogido de oviductos de animales prepuberes. N =
numero de oviductos.

Volumen
G F
rapo ase (microlitros/oviducto)
Prepuber Folicular temprana 23'48 + 0’57 (N=43)

Teniendo en cuenta el volumen de FOP/oviducto y la concentracion de proteinas, se
calculd la concentracion de proteinas totales (microgramos) por oviducto para cada
fase del ciclo. Los valores medios obtenidos fueron 1.354°77 + 172’78, 2.118'57 +
200’65, 1.680'49 + 122’79 y 1.563°20 + 149’76, respectivamente para las fases folicular
temprana, folicular tardia, luteal temprana y luteal tardia. La cantidad de proteinas
totales en la fase folicular tardia fue significativamente mayor al resto de las fases
(P=0'02).

4.2.5. Correlacion entre las enzimas del FOP.
En la Tabla 26 se detallan las correlaciones halladas entre la actividad enzimatica
especifica de algunas enzimas del FO de las cerdas puberes. Al igual que ocurria con

el FOB, la actividad B-N-acetil-galactosaminidasa esta positivamente correlacionada
con la a-D-manosidasa.
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Tabla 26. indices de correlacion entre la actividad enziméatica especifica de las
distintas glicosidasas del FOP de animales puberes.

Enzima r? P

a-L-fucosidasa vs. B-N-acetil-glucosaminidasa 0’57 <001
B-D-galactosidasa vs. a-D-manosidasa 0’55 <0’01
a-D-manosidasa vs. B-N-acetil-galactosaminidasa 0’82 <001
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