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OBJETIVO



El caballoesun animalaltamentefotorreceptivo,detal formaqueligerasvariaciones

enla cantidadde luz producengrandesvariaciones,en las concentracionesplasmáticasde

lashormonasreguladorasdelafunciónreproductora.Conel desarrollo,en los últimosaños,

de técnicasenzimoinmunoanalíticasse han podido determinarlas concentracionesde los

diferentesperfileshormonales.En el caballo,sehanrealizadomúltiplesestudiossobrelos

nivelesplasmáticosde testosteronay cortisol, en distintaslatitudesy en distintasrazas;así

como trabajossobrelos nivelesplasmáticosde 1 7~-estradiolen los que los resultados

reflejanun margenamplísimode concentraciones.

Al no existir ningúntrabajoquedescribieralos nivelesplasmáticosde los sementales

de PuraRazaEspañola,considerándolosno sólo como una de las razasautóctonas

españolasfundamentales,sino tambiéncomounadelas principalesrazascaballaresanivel

mundial,hemoscreídoconvenienteestudiarlos perfileshormonalesde testosterona,1 7p-

estradioly cortisol, con el objetodecontribuir asu clarificacióny dejarestablecidasalgunas

de lasconstantesfisiológicasde estaraza.

Paracompletarnuestrotrabajo, hemos creídonecesarioel haceruna revisión

bibliográficaconlos siguientesobjetivos: la tisiologíay la esteroidogénesisa nivel testicular,

la esteroidogénesisa nivel adrenal,y porúltimo unarevisiónde la cronofisiología,como

cienciaencargadadel estudiode cicloshormonalespredeciblesen el organismo.
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Estudiamosla posibleritmicidad en la secreciónde testosterona,17j3-estradioly

cortisol a lo largodel año,de la semanay del día.

Asimismo, quisimos comprobarlas diferenciasó similitudesexistentesentrelos

patronesde lastreshormonasy lasposiblesdiferenciasentrelasconcentracionesobtenidas

a lo largodel díaen dosépocasdel año.
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INTRODUCCION



FISIOLOGíA DEL TESTICULO

Los testículosdel sementalseencuentransituadosen la región prepúbicacon su eje

longitudinal casi en posición vertical. Poseenforma ovoide y están comprimidos

laterolateraimente,conunalongitud de 80 a 140mm, unaanchurade 50 a 80 mmy unpeso

alrededorde los 225 g, variandosegúnla edady la estación.El parénquimatesticularocupa

el 90% del total de lamasatesticulardecreciendocon la edady poseedoscomponentes

básicos,los túbulosseminíferosy el intersticio,dentrode los cualesencontramoslas células

responsablesde la esteroidogénesis:las célulasde Leydigy las célulasde Sertoli (Varner

e/al., 1991).

Latestosteronase sintetizaenlas célulasde Leydig queselocalizanen el intersticio

delos túbulos seminíferos. Según Almahbobie/al. (1988),la habilidadesteroidogénicadel

caballoserelacionacon la calidady cantidadde tejido intersticial, y Berndtsony Jones

(1989)afirmanqueseencuentrarelacionadacon la edad.El otro tipo celulardel testículo,

lascélulasdeSertoli, puedesintetizary secretarasimismoalgunosandrógenos(Hall, 1988).

Los nombresutilizadospara designarlas hormonasesteroidessecretadasen el

testículoson(figuras 1 y 2):

* Androstenodiol(3f32 17B-dihidroxiM-androsteno)

* Androstenodiona(3,17-dicetoM-androsteno)

* Dihidrotestosterona(1713-hidroxi-5aandrosten-3-ona)

* Estradio](estra-1,3,5(10)-trieno-3i3,1 7B-diol).

* Estrona(313-hidroxiestra-1,3,5(10)-trieno-1 7-ona)

* Testosterona(1713-hidroxi-androst-4-en-3-ona)

La mayoríade los andrógenossecretadosporel testículosonsintetizadosen las

células de Leydig; cualquiercontribuciónhechapor los túbulosseminiferosesmenos

importante(Eik-Nesy Hall, 1965;Christenseny Manson,1965). SegúnTamaoki(1973),

los andrógenostesticularessonproducidospor las célulasintersicialesdel tejido testicular,
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Las célulasdeLeydig sintetizany secretan,constantemente,testosterona(Dadoune

y Demoulin, 1993),ademásde otrashormonas.Estascélulasse estimulanperiódicamente

y aumentan su producción, de forma que podemosencontrarun aumento en la

concentraciónde testosteronacada2 a 4 horas(Ewing y Brown, 1977).

SegúnAmann (1993b),durantela producciónepisódicade testosteronaen el

semental, la concentración,en el interior del testículo, es 10 veces superior a la

concentraciónbasal,comoconsecuencia,los tubosseminíferosparecenestarcontinuamente

expuestosa concentracioneselevadasde testosterona,necesariaspara un normal

funcionamientode la espermatogénesis.

El fluido intersiticial poseeunaconcentracióntotal de 1 7p-hidroxiandrógenos,45

vecesmayorquela quepodemosencontraren el sueroobtenido,porpunción,de la vena

yugular (Amanny Ganjam,1981 y Seamanse/aL, 1991). Cuandolascélulasde Leydig

estánbajo la máximaestimulaciónde LH, la concentraciónde testosterona,en la vena

testicular,puededoblar 100 vecesla concentraciónde testosterona,en la vena yugular

(Amanny Ganjam,1981).

El testículotambiénescapazde sintetizarestrógenos(Nymane/al., 1959);tanto

las célulasdeLeydigcomolas de Sertoli son responsablesde estasíntesisen los machos

(Robel, 1993a). La biosíntesispuedeproducirsevía A4 ó A?, aunquela mayoría de la

biosíntesisde esteroidespareceocurrir vía A? (vía progesterona),perono setienendatos

acercadel tipo de células responsables(Sertoli, Leydig o algún otro componentedel

testículo,Pickette/al, 1989)de la producciónde estrógenosen el testiculodel semental.

La venatesticularcontienealtasconcentracionesde estronay estradiol,la mayoría

en forma conjugadacon sulfato (o glucurónido),paraaumentarla solubilidad en aguay

perderbioactividad. Aunqueno seconocebien el papelbiológico de estosestrógenos

conjugadosproducidosen el testiculo.La administraciónde estradiola caballoscastrados

fue capazde restaurarla libido, pero no influyó sobreel pesode los órganossexuales

accesoriosni fuecapazderestaurarla habilidadparaeyacularen los animalescastrados;por
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d) Eliminaciónde tresgruposmetilo del lanosteroly ordenamientode doblesenlaces

parala obtenciónde la moléculade colesterol.

El colesterolesteroidogénicoesaportado,en parte,porsíntesisdenovoapartir de

acetato,por almacenamientointracelularen vacuolas,y en parte, por el colesterol

importado desdeel plasma,en forma de lipoproteinasde baja densidad(LDL). Esta

proporciónvaríasegúnel tipo de célula (adrenalo de Leydig), la especiey el estado

fisiológico (Hall, 1993).

Lacaptaciónde lipoproteinassanguíneas,portadorasde colesterol,esla principal

fUenteparala síntesisde hormonasgonadales,aunqueen el testículoestaevidenciano es

tanclara.La captacióndelas lipoproteinasestáreguladahormonalmentey coordinadacon

la síntesisintracelulardecolesterol,asícomocon la hidrólisis delos ésteresde colesterol,

con el fin de asegurarque existe una concentraciónidónea de colesterol para la

esteroidogénesis(Gore-Lagtony Armstrong, 1988). Las LDL se unen a receptores

específicosdemembrana,unavezproducidala unión lipoproteina-receptor,selleva acabo

unaendocitosispordegradaciónlisosómica,mediadaporel propio receptor(Niswender,

1993). Seconoceque la hormonaadrenocorticotropa(ACTIB{) promuevela entradade

LDL al interior de la célulaadrenal(Hall y Nakamura,1979),perosedesconocesi laLH

podríatenerel mismopapelanivel de las célulasde Leydig.

Despuésdesupasoala célula,el colesteroles,engranparte,esteríficado(enforma

de oleato)y almacenadoen vacuolascitoplasmáticas,las cualesdecrecenen tamañoy

númerocuandolas célulasdeLeydig sonestimuladasporla LH. En condicionesnormales,

el colesterolcaptadodel plasmaesinmediatamenteutilizado parala síntesisde hormonas.

Cuando senecesitacolesterolpara la síntesisde esteroides,el ésteres hidrolizado a

colesterollibre graciasa la colesterolésterhidrolasa,localozadoen las célulasde leydig

(Albert e/aL, 1980).

Lascélulasde Leydig,bajo la influenciadel cAMP, empleanpartede susreservas

biológicasparaaumentarla síntesisdeandrógenos.Estascélulascreannuevasproteínasque
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no hansidocatalogadasy cuyasfuncionesaúnno estánclaras.Algunasde estasproteínas

y otras,existentesen la célula,sufrenfosforilacionesa la vezqueseproducencambiosen

el contenidocelulardefosfolípidos,cambiosposiblementedebidosala síntesismitocondrial

de pregnenolona.

El transportede colesterolhaciala mitocondriay dentrode la mitocondria,desde

su membranaexternaa la interna,serealizacon la ayudade proteínastransportadoras(SCP

o sterolcarrierprotein)(Chanderbahnez’ aL, 1982;Vahounye/aL, 1983>. El primerpaso

envuelvea microfilamentosy filamentosintermediosquehan sido halladosen célulasde

Leydig deratas(Almahbobie/aL, 1993).El pasodecolesteroldelas vacuolaslipídicas,que

almacenancolesterolesteroidogénico,a las mitocondriasen las que se lleva a cabo la

síntesisde pregnenolona,serealizamedianteesosfilamentosintermedios.

La mayoríade las enzimasque regulanla síntesisde hormonasesteroidesson

enzimascitocromo P450, que catalizanreaccionesde hidroxilación. Estasenzimasse

localizananivel dela mitocondriay a nivel de los microsomasdel retículoendoplasmático

(Samuelsy Matsumoto,1974)y pertenecenal sistemamultienzimáticodenominadoSCC

(sidechaincleavageó sistemaenzimáticofragmentadorde la cadenalateral):

En la mitocondria: utilizan dinucleótidode adeninaflavína (FAD) y una

proteínallamadatestodoxinaque contienehierro y oxigeno molecular

(Berney Levy, 1992;Hall, 1993). En estegruposeincluye la citocromo

P450,00(Robel, 1993).

2.- En los microsomas:utilizan FAD y mononucleótidode flavina (FMN). Se

creeque, el citocromob5, estáimplicado en la reducciónde laP450en los

microsomas.Enestegrupoincluimosla P450017y laP450~(aromatasa).

La testosteronasesintetizaapartir delcolesterolpor cuatroreaccionesenzimáticas,

catalizadasporcuatroenzimas(figura 5). Dos de estasenzimas,la P450~0~y P450~17son

monoxigenasasque utilizan oxigeno atmosférico como sustrato y se reducenpor
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Lascuatroreaccionesenzimáticasnecesariasparaobtenertestosteronason:

a El colesteroldebeperderla cadenalateral,medianteescisiónenzimáticade

6 átomosde carbono,anivel del carbono17 y sufrirunareorganizaciónde

los anillos A y B.

Y La oxidación del grupo 3~ de la pregnenolonaa grupo cetona y la

reorganizaciónde los doblesenlaces.

Eliminacióndel restode la cadenalateralen el C17.

Reducciónde lacetonadel C17 a 17~ol.

La eliminacióndela cadenalateralenel C17 del colesteroltienelugaren dospasos.

El primerpasoesunahidroxilaciónque preparaa los carbonosC20y C22 parala ruptura

(segundopaso).La reaccióntienelugaren la mitocondriaobteniéndosepregnenolonae

isocaproaldehido:

C27H460 ±302+ 3NADPH + 3H -. C21H3202 + C6H120 + 4H20

El restode la cadenalateral,en el C17, seelimina paraproduciresteroidesC19 y

dosátomosde carbono,poracciónde la enzima~
450CIT Estaenzima se localiza en la

fracción microsomaly catalizael pasode pregnenolonaa 1 7a-hidroxipregnenolonay el

pasode progesteronaa 1 7a-hidroxiprogesterona,graciasasu actividadhidroxilasa.

A partirde aquí,la biosíntesisde testosteronapuedeseguirdosrutasmetabólicas:

a.- RutaA4: pasode 17a-hidroxiprogesteronaaandrostenodiona.

b.- Ruta AS: pasode l7cz-hidroxipregnenolonaa androstenodiol.
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Ambasreaccionesestáncatalizadaspor la enzimaanterior,graciasa su actividad

liasa.

El predominiodeunarutau otrano seproduceal azar,difiere segúnla especie.En

la ratamachopredominala AA; en el cerdo,en el conejoy en el perro(Hall, 1993)la AS,

casi exclusivamentente.En el caballo se desconocequé ruta es la que predomina.El

predominio puede deberse a la especificidad diferencial de la P450017 y la

deshidrogenasa/isomerasaporuno o ambossustratosy a la organizacióndelas enzimasen

la membrana.

La oxidacióndel grupo3~ de la pregnenolonaa grupocetonay la reorganización

de los dobles enlacesson catalizadaspor la 3~-hidroxiesteroidedeshidrogenasaiA4,5

isomerasa. Esta enzima actúa sobre cuatro sustratos: pregnenolona, 1 7cc-

hidroxipregnenolona,dehidroepiandrosteronay androstenodiolparaobtenerprogesterona,

17a-hidroxiprogesterona,androstenodionay testosterona,respectivamente(Sun Choi,

1987; Thomas et aL, 1988; Berne y Levi, 1992). Estos productos inhiben,

competitivamente,la acciónenzimática.La enzimase localiza en la mitocondriay en la

fracciónmicrosomalen, aproximadamente,la mismaproporcion.

El último pasoincluyela reducciónde lacetonadel Cl 7 a 1 7~ol de la testosterona.

La enzimamicrosomal1 7~-hidroxiesteroidedeshidrogenasa(OHSD)catalizala conversión

de la androstenodiona,dehidroepiandrosteronay estronaatestosterona,androstenodioly

1 711-estradiol,respectivamente(SunChoi, 1987;Berney Levy, 1992).

La reaccióncatalizadaesreversibley muestrala propiedadinusualde activacióndel

producto, estoes, la testosterona,por ejemplo, promuevesu propia formacióndesde

androstenodionay viceversa(Oshimay Ochi, 1973). La enzimaposeedoslugaresactivos,

unoparala actividadreductasay otro parala oxidasa(Oshimay Ochi, 1973; Samuelset al.,

1975). La enzima in si/u está influenciada por los niveles de sustrato, producto y

nucleótidospiridínicos.
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La testosteronapuedeseguir dos rutas metabólicasy transformarseen otros

esteroidesbiológicamenteactivos:

a.- Rutade la 5«-reductasa:transformándoseen dihidrotestosterona(DHT).

b.- Ruta de la aromatasa:transformándosela testosteronaen 1713-estradiol

(Bedraky Samuel,1969; Oh y Tamaoki, 1970; Houghtonel aL, 1990),

graciasala acciónde la P45Oarolocalizadaen el retículo endoplasmático

(Robel, 1993a).

Zwain e/ aL (1989) confirmaronla localizaciónde la enzimaaromatasaen la

fracciónmicrosomalde las célulasdel testículodel caballo,capazde originarestrógenos.

Estecomplejosistemaenzimáticose localizatambiénanivel del sistemanerviosocentral,

tejido adiposo(Snow, 1993).La aromatizaciónenvuelvedoshidroxilacionesen el C19,

seguidosde la pérdidadel mismoy la reorganizacióndel anillo A. Gaillard y Silberzahn

(1987)y Gaillard (1991)demostraronquela actividadaromatasaaumentadespuésde los

dos añosde edad,hastalos ocho años,pudiendodeberseal aumentoen el númeroy

volumen de las célulasde Leydig queocurreen el caballode los 2 a los 20 años.

Los andrógenosmásimportantesproducidosporel testículosonCl 9-esteroides:

testosterona,DHT y androstenodiona(AD). Jeffcoatey Short (1970)estudiaronel poder

androgénicode la testosteronay la DHT y llegaron a la conclusión de que, si se

administrabanen la mismacantidad,producíanefectosidénticossobreel crecimientoy la

actividadsecretorade las glándulasaccesonas.

La cantidaddetestosteronasintetizadaestangrande,en relaciónconlas otrasdos

hormonas,quepuedeconsiderárselecomo el andrógenotesticular,representandoel 95%

de la testosterona,presenteen el plasmade hombresnormales,

Los estrógenosmásimportantes,producidosporel testículo,son C18-esteroides:

1 7~-estradiol,estronay estriol, ademásde dosestrógenoshalladosporprimeravezen la
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El colesterol,al igual que en las células de Leydig, sirve de precursorparala

formación de esteroidesadrenales.Aunque la corteza adrenal es capaz de sintetizar

colesteroldesdeacetato,queseintroduceenel retículo endoplasmáticode la célulaadrenal,

parecequela mayoríadel colesterolusadoparala biosíntesisde esteroidesadrenaleses

secuestradode lacirculación.La ACTH estimulala entradade LDL al interiorde la célula

adrenal(Hall y Nakamura,1979).

El movimientodel colesteroldel exterioral interior de la membranamitocondrial

de las célulasadrenales,se estimulaporla acciónde unasproteínasque ademásunen la

P450~~~ con el sustratoacelerándosela reducciónde la enzimay la escisiónde la cadena

lateraldel colesterol(Yanagibashie/aL, 1988). La síntesisde estasproteínasen la célula

adrenalseincrementaporla accióndela ACTH. Estaproteínatambiénha sido obtenidade

célulasdeLeydigbovinas,por lo queprobablementelaLH actuaríatambiénaestenivel.

Otras proteínasy el trifosfato de guanina(GTP) estánenvueltosen el transporte

intramitocondrialde colesteroly en elpasode colesterolapregnenolona,respectivamente.

El colesteroltienequesufrir lasmismastransformacionesque en el testículo,para

transformarseenpregnenolona,en el interior de la mitocondriade la célulaadrenal(figura

7). Una vezocurrido ésto, la pregnenolonasetransfiereal retículo endoplasmáticopara

sufrir unaseriede transformacionesbioquímicas,a cargode un equipoenzimáticomuy

desarrollado(James,1979;Jamese/al., 1985).

La pregnenolonasetransformaa 1 7a-hidroxipregnenolonaporacciónde la P450017.

Enla fracciónmicrosomalde lacélulaadrenal,laP450~17no actúade la mismaformaque

enla célulade Leydig.En la zonaglomerularde la cortezaadrenal,estaenzimano aparece

ya quela aldosteronano poseeun grupo1 7cc-hidroxi, mientrasque enla zonafasciculary

reticular,y parala formaciónde cortisol, sólo se produceel primerpaso,o sea,la 1 7a-

hidroxilación. La hidroxilación de la progesteronaa 1 7c&hidroxiprogesteronasucede

tambiénen el retículoendoplasmáticoliso, por la acciónde la fracciónhidroxilasade esta

mismaenzima.
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Como la acción 17,20 liasa de la P450017no esnecesariaparala formaciónde

cortisol, tras la formación de la 17a-hidroxiprogesteronay por actuaciónde la 218-

hidroxilasaseobtiene11-deoxicortisol.Laprogesterona,pormedio de estamismaenzima,

setransformaa 11 -deoxicorticosterona.Estosproductosseintroducennuevamenteen la

mitocondriay finalmentepor 1 113-hidroxilación,se producecorticosteronay cortisol,

respectivamente.

La actividad17,20 liasade la P450017esnecesariaparacatalizarel pasode 17a-

hidroxipregnenolonaa deshidroepiandrosterona(DI-LEA) que representael andrógeno

adrenalsecretadoenmayorcantidad,y la 1 7a-hidroxiprogesteronaaandrostenodiona.La

enzimaseencuentrasujetaa inhibición competitiva,de forma que la progesteronay la

pregnenolonainhiben estaactividad liasa (Nakajin y Hall, 1981, 1983). También los

estrógenosrealizanestainhibición competitiva(Onoday Hall, 198]).

La mayoríade la DREAformadaesconvertida,poruna sulfoquinasaadrenal,a

sulfato de deshidroepiandrosteronaquesetransformaposteriormentea androstenodiona

que seráconvertidaatestosteronay estradiol.

La glándula adrenal tiene la habilidad de producir estrógenos,andrógenosy

progestágenosen suficientecantidadparatenerefectosbiológicos,inhibiendo la secreción

de gonadotropinasy reduciendo,portanto,la actividadgonadaly la producciónnormalde

gametos(Nett, 1993c).

Camerony Grant(1967)observaronla habilidaddelas célulasde la zonafascicular

y reticular para la transformación de la pregnenolona, progesterona, 1 7a-

hidroxipregnenolonay 1 7a-hidroxíprogesteronaa cortísol in vivo, encontrandoque:

- Ambostiposde célulasformancortisol a partirde esosesteroides,

- La trasformaciónesmayoren lazonafascicular
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- La formación de 1 7a-hidroxiprogesterona,desdepregnenolona,esmás

lenta que la formación subsecuente de cortisol, desde 1 7a-

hidroxiprogesterona

- La formaciónde 1 7a-hidroxiprogesterona,desde1 7a-hidroxipregnenolona,

esde 2 a 4 vecesmásrápidaen lazonafascicularqueen la reticular.

- La 17a-hidroxilaciónde la progesteronaes,además,másrápidaen lazona

fascicularqueen la reticular.

La ACTH regula la acción enzimática de forma que, el aumento en su

concentración,estimulala acciónde la 11, 21 y 17 hidroxilasay 17-20 liasa. Entre los

factoresque inhiben la actividad de la lIB hidroxilasa se encuentrael cortisol, la

androstenodionay la epinefrmna(López-Calderón,1992).

CRONOBIOLOGIA: RITMOS BIOLOGICOS

Los fenómenosbiológicosrepetitivosseextiendendesdeel batirde las alasde un

insectoa 2000 ciclos por segundohastael ciclo de 10 añosque sigue la densidadde

poblacióndel lince canadienseo a los 120 añosdel ciclo de floración del bambú.Muchos

eventosnaturalesocurrendeformaprecisa,tal esel casode la saliday la puestade sol, los

cicloslunareso los cambiosestacionales(ShawetaL, 1993).La observaciónde unproceso

fisiológico durante un determinado tiempo, por ejemplo, la concentración de

glucocorticoidesen plasmao la actividadmotoradiurna,nosllevaa la conclusiónde que

períodosdemáximaactividado síntesisalternancon períodosde actividado síntesisescasa

o nula.

En la décadade los 50 se inició el estudiode los ritmos biológicos (Halbergy

Visscher, 1950) y su relacióncon el ciclo nictameralo sucesiónde luz-oscuridad.El
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equilibrio de los parámetrosfisiológicos,frentea lasperturbacionesdel medioexternose

denomina homeostasis.Estafue defendidapor los fisiólogosclásicosque seresistíana

aceptarla presenciade variacionesen los parámetrosbiológicos, sincronizadospor el

ambientegeofisico. Actualmente, las variaciones diarias (ritmos circadianos) están

ampliamenteaceptadas.Los órganossensorialespercibeninformaciónsobrelos cambios

producidosen un día natural, y éstaes transportadaal cerebrodondeactúaun reloj

sincronizadorque controlalos ritmosde los órganos(figura 8).

La cronofisiologíaestudialas variacionesrítmicasde los procesosfisiológicos en

el tiempo,prediciendono sólo cuándovan a ocurrir, aproximadamente,los valoresmás

altoso másbajos, enun determinadodia, sino también,cuándovan a ocurrir en unasemana

o año. Estacienciasebasaen la demostraciónde doshechos:

a) Se ha demostradoque los ritmos biológicos son endógenos,esdecir, están

programadosenel códigogenéticodel organismo,la informaciónpertinenteselocalizaen

el gen per (período). Estos hallazgoshan sido realizadosen las moscasde la fruta

(Hamblen-CoyleelaL, 1986;Hardin e/aL, 1990y Young, 1992),aunqueestehechofue

documentadocon anterioridaden las mismasespeciesy en otrasmuchas,medianteel

fenómenode cursolibre (Halberg, 1970ay b).

b) Lasvariacionesrítmicasestánsincronizadaspor los diversosciclostemporales

que los cambiosgeofisicosofrecen,como puedenser las horasde luz-oscuridado el

magnetismoterrestrey solar. Los factoresexternoscapacesde sincronizarun ritmo se

denominanZei/geber(dadoresde tiempo) o sincronizadores,pe. el ciclo luz-oscuridad;

independientementedel términoqueutilicemos,el sincronizadorsólo puedeserinterpretado

comoun donantedel tiempodereloj o de calendario,no del tiempointerno(Halberge/aL,

1954;Nelsonel aL, 1975;Aschoffy Pohí, 1978). Si mantenemosconstanteel entorno,el

ritmo no desaparecesino queentraen lo quesedenominacursolibre; esdecir,el ritmo ya

no dependedel sincronizador,sino que esgeneradoporel propio individuo, demostrando

su carácterendógeno.En esta situación, el ritmo se suele desfasardel ciclo del

sincronizador,ya que no siempre el ritmo endógenotiene el mismo período que el
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sincronizador.El fenómenoesreversible,de formaque, tanpronto como serestituyael

fenómenoqueactúacomo sincronizador,el ritmo sereajustaráal ciclo geofisico.Un ciclo

externo,como esel ciclo luz-oscuridad,alternandocada12 horas,únicamentepuede

sincronizarun ritmo circadiano.Existesincronizacióncuandoel períododel ciclo externo

escercanoal periodoendógenonatural. En otraspalabras,los ritmos circadianosestán

sincronizadospor factoresexternoscomoesla luz o la alarmade un reloj, pero no están

determinadoso producidospor los ciclosambientales.

Otro aspectoimportantedelos ritmos circadianosesque unavezsincronizadospor

cualquierfactorambiental(longituddedía, ingestao temperatura),seimponela frecuencia

del factorambientalsobreel reloj interno; esdecir, el ritmo internoestásincronizadopor

el tiempo local. Los ritmos hormonales,de conducta,etc., se ajustana la acciónde

sincronizadoresqueasuvezsonfenómenosgeofisicosrepetitivos,comoporejemploel

ciclo de mareas,cambiosestacionales,ciclo nictameral,etc.

En otrasocasiones,los ritmos seven alterados,no sincronizados,por influencias

externas;porejemplo,en otoñoseatrasael reloj y en primaveraseadelanta;en estoscasos

existeciertadificultadparaajustarseal nuevohorario(1 a 2 semanas)al igual queocurre

cuandoserealizaun vuelo transoceánicoatravesandodistintoshusoshorarios.

Se entiendepor ritmo biológicola recurrenciade un fenómeno(ciclo) a intervalos

máso menosregulares.Cronobiológicamentedefinido, eslacomponenteperiódicaen una

serietemporalbiológica,queespredecibley sedemuestramediantecálculosestadísticos,

obteniendode éstoslas llamadascaracterísticasdel ritmo. Los fenómenosrítmicosestán

muyrelacionadosconla teoríaoscilatoria,de hecho,muchosde los términosutilizadosen

cronobiologíahan sido tomadosde dichateoría. La terminologíacronobiológicapuede

parecerextrañay complicadaal principio, perocon el tiempo, el contactocon los métodos

analíticoscronobiológícosy suuso,estostérminossevuelvenfamiliares. Originalmente,los

métodosde determinaciónparael estudiode un periodocircadianoserealizabana mano

y se tardabameseso añosen la actualidad,los mismosanálisisserealizanen segundoso

como muchoen minutos,graciasal usode ordenadores.
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Cambiossimilaresde aproximadamente,pero no exactamente,el mismo tipo y

extensión,recurrenen aproximadamente,perono exactamente,los mismosintervalos,en

aproximadamentelas mismassecuencias,y atodoslos nivelesde organizaciónde la vida

animal o vegetal, desde procariotas a sereshumanos (Halberg, 1969). Podemos

encontrarnoscon valoresmáximosy mínimos que serepiten periódicamente,esdecir,

acontecimientossimilaresquesemanifiestande forma consecutivay ocurrenen intervalos

regulares,formandociclos manifiestoso bioperiodicidades.

Las periodicidadessonmásgeneralesquela vida, y se encuentranen muchosde los

fenómenos investigados por diferentes disciplinas. Por ejemplo, los organismos

multicelulares,asícomolos animales,exhibencomportamientoscíclicosen susactividades

motorasy de alimentación,duranteel crecimientoo el desarrolloy la pubertad.De igual

forma, las célulasadrenalesde ratón sintetizancorticosteronain vivo, no de unaforma

arbitraria,sino quecadacélulalo haceconunaperiodicidadsimilar (Halberg, 1963),al igual

quelas célulaspinealesperfiundidassintetizanmelatonina(Ungary Halberg,1963;Leung

e/aL, 1990).

Paraestudiarcómoevolucionaun fenómenorítmico a lo largodel tiemposehacen

mediciones,preferentementea intervalosfijos. El muestreosedenominalongi/udinal, si las

determinacionesse hacenen un mismosujeto(n=1)durantevariosciclos. El muestreose

denomina/ransversal,si se realizaen variossujetos(n>l) a lo largode un sólo ciclo. En

la actualidadlos estudiossesuelenrealizarde formamixta; esdecir, combinandola toma

de muestralongitudinaly transversal.

El muestreodeberealizarsea intervaloslo suficientementecodospararesolver

algunosritmos conrelativasaltasfrecuencias,y duranteun tiempolo suficientementelargo,

paraobteneralgunosde los componentesde bajafrecuencia.Se deberíantomarmásde 6

muestrasporperíodo,parapoderajustarunafunciónsinusoidala la variableconsiderada

y obtenerun margende confianzasuficiente. Tambiénsedebe teneren cuentaque un

mismoprocesofisiológicopuedeestarsujetoa másde un ritmo.
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El término circadiano(del latín circa, alrededorde, y dietn, día> significa que el

período del ritmo endógenose aproxima, pero no suele ser igual, a las 24 horas.

Frecuenciasmayoreso menoresqueéstassondenominadasultradianas(período[ti menor

de20 horas) e infradianas(t> 28 horas),respectivamente.Ritmosde,aproximadamente,

7 díassedenominancircaseptanos,de,aproximadamente,30 díascircatrigintanosy de,

aproximadamente,1 año circanuales.Estostres últimos se encuentrandentro de la

clasificacióninfradiana.A continuaciónvamosa citar algunosde estosritmosbiológicos,

con susejemplosrespectivos.

REGION DEL DOMINIO MARGEN EJEMPLO

Ultradiano t c20h

circaoctohorano t = 8 + 1 h Presiónsanguínea(PS)
circasemidiano ‘u =12+ 2 h Frecuenciacardíaca(FC)

Circadiano -u = 24 + 4 h PS,FC, Temperatura

Infradiano u > 28 b
circasemiseptano ‘u = 3,5 1 1 d Muerterepentinaen humana
circaseptano -u = 7 1 1 d Rechazode transplantes
circadiseptano ‘u = 14 + 3 d Excrección1 7-oxoesteroides
circatrigintano ‘u = 30 + 5 d PS
circanual ‘u = 1 + 2 m Prolactinay cortisol

Paraconsiderarun fenómenodiurno significa quesucededuranteel díay no implica

unabasecircadiana,aunqueun ritmo diurno podríasercircadiano.El términonic/ameral

relacionaritmos que ocurrenduranteel día y la noche;por ejemplo, la secreciónde

melatonina.

Se ha demostradoque la secreciónde hormonassuprarrenalesen el hombre,

presentaun ritmo circadianorelacionadocon los períodosde sueño-vigilia,con un máximo

de secreciónpor la mañanatempranoy un mínimo justo antesde dormir. Halberg
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(1959,1969)presentóy documentóel ciclo circadianoadrenocorticalcomo unaentidad

endógenaquepresentacursolibre, al producirunaenucleaciónbilateraldel nervioóptico

en los ratones,pero sincronizadoporun ciclo quealternala luz con la oscuridad(Halberg

e/aL, 1954, 1959).Portelaetaí (1993)e Illera elal (1993c),demostraronla existencia

de variacionescircadianasdel cortisol en conejossometidosa distintos ciclos de luz-

oscuridad.

Al igual que en otras especies,se han determinadovariacionescircadianasde

cortisol enel caballo(Hoffsisel aL, 1970;Jamesel aL, 1970;Bottomsel aL, 1972; Seren

y Venturini., 1972;Flisinska-Bojanowskael aL, 1974;Evansel aL, 1977;Kirkpatrick el

aL, 1977;Larssonel aL, 1979;Glardony Schatzmann,1982; Stull y Rodiek, 1988;Toutain

el aL, 1988;Flisinska-Bojanowskael aL, 1991).

Ademásdel ritmo circadianoexisteunasecreciónepisódica,esdecir, la secreción

de cortisol no escontinua,sino intermitenteduranteperíodosde tiempode apenasunos

minutos.Enestosperíodoslacortezapuedeno secretarcortisol duranteminutose incluso

durantehoras(López-Calderón,1992;Weitzmanel al, 1971).Asimismo, seha observado

estetipo de secreciónenel perro(Kemppainenel aL, 1984),en el toro (Thunel aL, 1981),

enla oveja(Fulkersony Tang,1979)y en el caballo(Toutainel aL, 1988;Nett, 1993b).

Seha demostradola existenciadevariacionescircadianasdetestosteronaen conejos

(Silvánel aL, 1990),en corderos(Garnierel aL, 1977),en hamsters(Ottenwellerel al,

1987),enel toro (Sanwallel aL, 1974),en el hombre(Alford el aL, 1973;Reinbergelal,

1978),en el semental(Sharma,1976;Kirkpatric el aL, 1976;Bono elal, 1982;Byersel

al, 1983)y en ponies(Kumarelaí, 1976),asícomosecrecionesde tipo episódicoen toros

(Thibier, 1976;Lincon, 1976)y en el hombre(Alford el aL, 1973)y secrecionesde tipo

pulsátil en ratas(Bartkeci aL, 1973).

Estashormonastambiénvaríanestacionalmenteen el caballo,con nivelesmáximos

en primaveray veranoy nivelesmínimosen el invierno(Nett, 1993c).Seha demostrado

la existenciade variacionesen las concentracionesde hormonasgonadalesy adrenalesen
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otrasespecies(Wong elaL, 1983).

Los ciclosreproductoresde numerosasespeciessoncicloscircanuales,ligadosal

mejormomentoparalaprocreacióny el nacimiento.Ciertascaracterísticashormonalesy

seminales,asícomomuchosaspectosdel comportamientosexual,estánafectadosporlas

estaciones;porejemplo,las célulasde Sertoli proliferanen el caballo,cuandoseacercala

estaciónsexual(Johnsony Nguyen,1986;Johnsony Tatum, 1989). SegúnBerndtsone/aL

(1983) y Johnsony Neaves(1981),la puestaen marchade la épocareproductoraestá

asociadacon un aumentoenel diámetrodelos túbulosseminíferos,junto con el incremento

enla concentracióndetestosteronay enla tasade espermatogénesis.Durantelos mesesde

noviembreaenero,los testículossonun 25%más ligeros,contienen35%menoscélulasde

Leydig y menosretículoendoplasmáticoliso. Contienenun 35%menosde célulasde Sertoli

y producende 40 a 50%menosespermatozoides.El volumende secrecióndelas células

de Leydig, portestículo,pasade 12 ml en invierno a20 ml enverano.Esteaumentode

volumenprocededel incrementoen númerode las célulasde Leydig,por testículo(de 1,8

x 1 o~ en invierno a2,9 x IO~ en verano)másquede la variaciónestacionalen el tamaño

celular(Johnsony Thompson,1986;Johnsony Thompson,1987).El aumentoen el número

de célulasdeLeydig,y portanto, el aumentodel volumende secreción,setraducenen un

cambioen la cantidadde retículo endoplasmáticoliso por testículo,lo que pareceserel

determinanteprimario de la capacidadesteroidogénica(Zirkin elaL, 1980).

La influenciade la estaciónsobrelas caracteristicasreproductivasdel sementalse

caracterizaporun aumentodel tamañoy el pesode los testículos(Berndtsonel aL, 1983;

Johnsony Thompson,1983; Claye/aL, 1987;Pickette/al, 1989),porlas características

del eyaculado(Pickett ci aL, 1975; Clay el aL, 1987), el establecimientode la

espermatogénesis(Johnsone/al, 1991),el establecimientode la pubertad(Squires,1993)

y el cambio en las concentracionesde testosterona,LH, FSH y estradiol (Raeside,

1978/1979;Berndtsonelal, 1974;Thompsonel aL, 1977, 1978;Harriselal, 1983;Roser

y Hughes,1 992a,b).Durantelos mesesdenoviembreaenerola concentraciónde hormonas

envueltasen la función reproductoraesmenor(Amann, 1993a;Douglasy Umphenour,

1992).
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Múltiples estudios,realizadosa lo largo de un año, demuestranla influenciadel

fotoperíodosobrela produccióngonadalde testosteronaen sementales(Berndtsone/aL,

1974;1-larrisel aL, 1983;Thompsone/aL, 1985;Cox el aL, 1988;Clay el al., 1988;Floris

e/aL, 1989)y enla respuestatesticularehipofisariaa la administraciónde GnRH (Clay e/

aL, 1989;Blueel aL, 1991).

SegúnPickett (1993),al aumentarla longitud de los días,en los mesesde febrero

a abril, sepuedemaximizar la eficienciareproductoradel semental.La exposicióna 16

horasde luz y 8 de oscuridadcomenzandoa mediadoso a finalesde diciembreen latitudes

norte, y el mantenimientobajoestascondicioneshastaprincipiosdejunio, con 16 horasde

luz natural,produceunaestimulaciónmáximade la capacidadreproductora.Paraqueeste

procesoseaefectivoel sementaldebeserexpuestoa lashorasdeluz decrecientesdel otoño,

porque,comola mayoríade los reproductoresestacionales,el caballorequiereperiodos

alternantesen la longitud de los díasparaunaapropiadasincronizacióndel ciclo anual.

La actividadgonadalresurgeestacionalmenteen el caballoal serestimuladopor la

mayor longitud de los díasde primavera(Argo el aL, 1991). Los sementalesposeenun

ritmo circanualendógenoen la función reproductora,que no estádeterminadopor la

relaciónluz/oscuridad,sino que estásincronizadopor los cambiosanualesen la longitud

de los días(Clayy Clay, 1992;Pickett, 1995).La disminuciónen la longitud delos díasen

el otoñoactúacomo sincronizadordel ritmo reproductivocircanualdel semental(CIa>’ el

aL, 1988). Cox el al, (1988)demostraronqueal cambiarbruscamentede díaslargosa

cortosseproducíaunainhibición de la esteroidogénesis,y queal exponerlos sementales,

de forma continuada,a días largos eran incapacesde mantenerelevadasu actividad

reproductivay sevolvían refractariosa la fotoestimulación.

Comohemospodidoobservara lo largode estaintroducciónhemostratadotemas,

aparentemente,tan independientescomo la esteroidogénesisa nivel testiculary en la

glándulaadrenal,y la influenciadel fotoperiodoo los cambiosde la luz. En el último

apartadodela introducción,la cronofisiologíarelacionacadauno deestostemas,aludiendo

la sincronizaciónde la ritmicidad hormonalcon el medio ambiente.
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MATERIAL Y METODOS



ANIMALES

Para la realización de este estudio se han utilizado un total de 8 animales

pertenecientesa la cuadraValdeolivassituadaen el término municipalde Arenasde San

Pedro(Avila), de PuraRazaEspañola,sexualmentemaduros,con edadescomprendidas

entrelos 3 y los 13 años(Nadene/aL, 1990).

Los sementalesfueronalojadosenboxescubiertos,provistosde iluminaciónnatural

conunasduracionesaproximadasde los períodosde luz-oscuridad(LO) de:

- LO 16:08en los díaslargos,

- LO 09:15 en los díascortos.

En las cualesel primer númeroserefiere al períodode luz (fotofracción) y el

segundoala duraciónde laoscuridad(escotofracción),en un régimende luz cíclico de 24

horas.

La alimentacióny disponibilidadde aguafue ad libitum y el estadosanitariofue

controlado semanalmente:temperatura,número de pulsaciones/minuto,número de

respiraciones/minuto,estadode las mucosasy tiempode llenado capilar.

TOMA DE MUESTRAS

l~ Material

Fueronutilizados tubosVacutainer(BectonDickinson)heparinizadosde 16

x 100 mm y agujasespecialespara dichostubos de 21 G (0,9 x 25 mm), así como

portagujasespecialesparaestostubos.
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20 Metodología empleada en la toma de muestras

En nuestroestudiohemosdesarrolladola siguientemetodologíaparallevar

a cabo la determinaciónde los patronescircasemidiano,circadiano,circaseptanoy

circanual.

En la obtención de las muestraspara la determinacióndel patrón

circasemidianoy circadianode las hormonastestosterona,1 7p-estradioly cortisol, se

empleóun estudiotransversalcon recogidade muestrasserialmentedependiente.En este

procedimiento,cadasementalproporciona10 muestrasde sangre,duranteun ciclo de 27

horas Serecogieron10 ml de sangre,porpunciónde lavenayugular, cadatreshoras(8:00

am, 11 00 am, 1400 pm, 17:00 pm., 2000 pm, 23 00 pm, 200am.,5:00 am.,

8:00 am.y 11:00 am.)tantoen díaslargos(junio) como en díascortos(noviembre) Las

muestrasfueronconservadasa 40C hastasu posteriorcentrifugado.

Parala determinacióndel patróncircaseptano,lasmuestrasfueronrecogidas

diariamente,durantesietedías, a la mismahora(11:00am.), obteniendo7 muestrasde

cadaanimal.

El patróncircanualse determinótomandounamuestrasemanal(todoslos

martes),a la mismahoradurante12 meses,obteniendo52 muestrasde cadasemental.

Parala obtencióndel plasma, seutilizó unacentrifliga Míniflige RF (Heraeus)a

1.300 x g y a 40C durante 20 minutos. El plasmaobtenido se recogió mediante

micropipetasEppendorfy sealmacenóen tubos de plásticode 15 x 50 mm con tapón,

selladosconparafilm(AmericanCanCompany)previamenteetiquetadoscon el nombredel

animal,númerode la alicuota,horade recogiday fechade la misma.

El plasmase almacenóa -300Chastala realizacióndel análisishormonal,
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DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES HORMONALES

¶0 Validacióndel EnzimoinniunoanálisisELISA decompetición

:

Se realizó la validacióndel método enzimunoanalítico,ELISA de competición,

previamentedesarrolladoparalas distintashormonasesteroidesque sevan a analizar

(Silván, 1991),con el fin deadaptarestemétodoala especieanimaly a la razaobjeto de

estudio:

- A) Materialy reactivosempleados

- B) Fijación de las condiciones del ensayo: fase sólida, tiempos de

incubación,temperaturade realizacióndelas distintasetapasdel ensayo,

tiemposde lavadoy tapizadode lasmicroplacas.

- C) Establecimientode las dilucionesóptimasde trabajo de anticuerpoy

conjugado.

- D) Construcciónde las curvaspatron.

- E) Desarrollode la técnicaELISA de competición.

- F) Parámetrosde validación.

A) Material y reactivosutilizados:

Material:

- Microplacasde poliestirenode 96 pocillos con fondo plano y con una

capacidadde 350 pí porpocillo (Dynatech).
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Tapasde poliestirenoparaplacasde ELISA (Dynatech).

Puntasdesechables,parapipetasEppendorf,de 10-200pl y de 100-1000

pl (Comfortips,EppendorQ.

Puntasdepipetamulticanal,25-250pl (Costar).

PipetasautomáticasEppendorf(Merck) de 10-100pí y de 100-1000pl.

Pipetamulticanalde ochocanales,de 50-250pl (Costar).

Agitador(Vórtex) Reax2.000(Heindolph).

Pipetasde cristal de doble enrasede 5 y 10 ml (Protón).

Parafilm(AmericanCan Co).

Tubos de ensayodecristal de 16 x 100 mm (BectonDickinson).

Lectorautomáticode placas(Eurogenetics).

Reactivos:

-Acido citríco (C6H807)(Merck).

-Acido 2-[(etilmercurio)benzóico],sal sódica(Thimerosal)(Merck).

Aguapurificada.

Albúminaséricabovina,fracciónV (Cohn, Sigma& Co).
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Anticuerpospoliclonalesobtenidosy caracterizadosen el Departamentode

Fisología Animal (Facultad de Veterinaria U C.M) antitestosterona,

antil 7P-estradioly anticortisol.

Conjugados hormona-peroxidasa,preparadosy caracterizadosen el

Departamentode FisiologíaAnimal (Facultadde Veterinaria,U.C.M.).

Etanolabsoluto(Prolabo).

Hormonasesteroidesestándar(SteraloidsIn., N.Y. USA):

* 4-Androsten-1 7j3-ol-3-ona:testosterona.

* 1,3,5 (10)-Estratriene-3,1 7j3-diol: 1 7j3-estradiol.

* 4-Pregnen-1Ip, 17a,2ítriol-3,20dione: cortisol.

Ortofenilén-diaminadihidroclorhidrato(OPD) (SigmaChemicalCo. (St.

Louis, Missouri,USA).

HRP RZ = 3,2 (peroxidasade rábanopicante)(BoehringerMannheim).

Di-sodiohidrogenofosfatoanhidro(Na,HPO4)(Merck).

Peróxidode hidrógeno:H202 30%y 110 vol. (Merck).

Carbonatosódico(Na,C03)(Merck).

Citrato di-básicosódico 11/2 Hidrato(NaH2C6H5O5.11/2) (Panreac).

Cloruro sódico(NaCí) (Probus).

Dihidrogenofosfatosádicomonohidrato(NaH2PO4.H20)(Merck).
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Hidrogenocarbonatosódico(NaHCO3)(Merck)

Tween-20(Merck).

Solucionestampón

-Carbonato-bicarbonato0,05 M pH 9,6.

Para1000ml de solución:

* Na2CO3: 1,59 g.

* NaHCO3:2,93 g.

* Thimerosal1%: 5 ml.

Conservara 4
0C.

SolucióntampónELISA: pH: 7,0.

Para1.000ml de solución:

* NaH
2PO4.H20:5,421 g.

* Na2HIPO4: 8,662 g.

* NaCí: 8,7 g.

* Albúmina séricabovina: 1,0 g.

* Thimerosal1%: 5 ml.

Conservara4
0C.
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Solucióntampónsustrato:pH: 4,8.

Para1.000ml de solución:

* C6H807: 13g.

* NaH2C6H5O5.1”
2:28 g.

* H,O,30%lIOvol: ini].

* Thimcrosal 1%: 10 ml.

Conservara40C.

Soluciónde lavado: Soluciónmadre(IOx).

Para1.000ml de solución:

* NaCí 1,5 M: 87,66g.

* Tween-200,5% 5 ml

Conservaratemperaturaambiente.

B) Fijación de lascondicionesdel ensayo:

Segúnel criterio de Silván (1991):

-Fasesólida:

Seutilizaron microplacasde poliestirenode 96 pocillos y fondoplanocon

tapade poliestirenoy parafilm.
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- Condicionesde incubacion:

- Inmovilizacióndel anticuerpoa la fasesólida: 16 horasa 40C.

- Reacciónde competición: 2 horas en oscuridada temperatura

ambiente.

- Hidrólisis del sustrato:1 horaen oscuridadatemperaturaambiente.

La temperaturaambienteno debesuperarlos 240C ya quelas reacciones

enzimáticasno serianestablespudiendoaparecervariacionesen las medidas

de absorbancia.

- Tiemposde lavadoy tapizado:

- Tiempo de lavado: 5-10segundoscadauno.

- Tiempodetapizadocon la soluciónde conjugado:no superiora 10

minutos.

C) Establecimientodelasdilucionesóptimasde trabajode anticuerpoy conjugado:

Paradeterminarla dilución óptimade anticuerpoy conjugadoparalas doshormonas

debemosenfrentardilucionesdiferentesde anticuerpoy conjugado.

Las dilucionesde anticuerpoempleadasson 1/2.000, 1/4.000y 1/6.000y parael

conjugado1/20.000,1/50.000y 1/60.000.
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Las dilucionessedistribuyenen la microplacade la siguienteforma:

Anticuerpo:

* Columna 1-4: 1/2.000

* Columna 5-8: 1/4.000

* Columna9-12: 1/6.000

Conjugado:

* FilasA-B: 1/20.000

* Filas C-E 1/50 000

* FilasF-l-1 1/60 000

A continUaciónse seleccionanlas dilucionesquepresentenunadensidadópticade

0,6 a0,8 a 450 nm (Munro y Stabenfeldt,1984):

- Testosterona:1/6.000de anticuerpoy 1/50.000de conjugado.

- 1 7~-estradiol: 1/2.000de anticuerpoy 1/20.000de conjugado.

- Cortisol: 1/6.000de anticuerpoy 1/60.000de conjugado.

D) Construcciónde lascurvaspatrón:

Paratrazarla curvapatróno estándarde cadauna de lashormonassepartede una

soluciónmadre,de testosterona,1 7~-estradiolo de cortisol, de concentraciónconocida:

2 mg/ml en etanolabsolutola cual seva diluyendo sucesivamentehastaobtenerunaseríe

dedilucionesestándarcuyo margenvaríedesde1 pg hasta1 ng porpocillo.

Lassolucionesestándarsepreparanen tubosdecristal de 10 x 50 mm en etanol

absoluto,dejandoqueel alcohol seevapore.A continuaciónañadimosel conjugado,a la

dilución de trabajo,en los distintostuboscon lasconcentracionesestándar.
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El margendela curvapatrónsecalculaen funciónde la concentraciónesperadade

lahormonaa determinar,en el plasmade la especieanimalutilizada.

E) Desarrollode la técnicaELISA decompetición:

La técnicaELISA de competición sebasaen la reacciónentre un anticuerpo

específicofijadoaunafasesólidacon unamuestraproblemaquecompite,conel conjugado

hormona-enzima,porlos sitios deunión del anticuerpo.A continuaciónsemide la fracción

de hormonamarcadaunida al anticuerpomediantela adición del sustratoy se lee la

absorbanciadel color desarrollado.

Comprendelas siguientesetapas:

1) Adsorciónde los anticuerposala fasesólida.

2) Reacciónde competición:adiciónde la muestray del conjugado.

3) Separaciónde lasfraccionesde hormonalibre y unidaa los anticuerposen

la fasesólida.

4) Adición del sustratoy del cromógeno.

5) Lecturay procesadode los resultados.

1) Adsorciónde los anticuerposa la fasesólida:

Se diluye el anticuerpo convenientemente en solución tampón

carbonato/bicarbonato,hastallegar a la dilución de trabajo correspondientea cada

honnona.A continuaciónsetapizanlos pocillos con 100 311, exceptoel pocillo Al quese

dejacomoblanco.
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Sesellanlasplacasconparafilm, setapany seincubana 40C durante16 horas.

Seguidamentese lavala placacinco vecescon soluciónde lavado(200 pl por

pocillo) paraeliminar el excesode anticuerpoque no seha fijado a la placay se seca

enérgicamentemediantevolteo en papelde filtro.

2) Reaccióndecompetición

La reacciónse produceentrela hormonasin marcar, ya sea de la muestrao

estándar,y lahormonaconjugadaala enzimau hormonamarcada..

Sediluyenlos conjugadosen solucióntampónFíA y semezclantanto la muestra

problemacomo laestándarcon la dilución de trabajode conjugado.

Se añadea todos los pocillos 50 pl de tampón ELISA medianteuna pipeta

multicanal.

Lasmuestrasestándary problemasedeterminanporduplicadodistribuyéndose50

pl porpocillo de la siguientemanera(ver figura):

Columna 1: Se añade sólamente dilución de conjugado.

denominadaE
05.

Columnas2-3: Se añaden las muestras estándar mezcladascon el

conjugado.

Columnas5-11: Se añadenlas muestrasproblemas mezcladascon el

conjugado.

Columna12: Seañadesólamentedilución de conjugado.(E0E)

Es la
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Las placasse sellan con parafilm y con su correspondientetapa, incubándose

duranteun períodode doshorasen la oscuridadatemperaturaambiente.

3) Separaciónde las fraccionesdehormonalibre y unidaa los anticuerpos

adsorbidosen la fasesólida:

Serealizaporvolcadode lasplacasy posteriorlavadocon 200 pl porpocillo (cinco

veces).A continuación,los pocillos de la placasesecanperfectamente.

4) Adición del sustratoy del cromógeno:

El sustratosepreparadiluyendo 10 pl de peróxidode hidrógeno(30%, 110 vol.)

en 10 ml de tampón sustrato.Treinta minutos antesde serutilizado se le añadeel

cromógenoortofenilendiaminadihidroclorhidrato(OPD), aunaconcentraciónde 1 mg/ml.

Estasolucióndebeserguardadaherméticamenteen la oscuridada temperaturaambiente.

En todos los pocillos de la placase añaden100 pl de la mezcla,se sellacon

parafilm, se tapay seincubaunahoraen oscuridada temperaturaambiente.

5) Lecturade lasplacas:

Unaveztranscurridoel tiempode reaccióndel sustrato,seprocedeala lecturade

la densidadóptica del color desarrollado,paraello se empleaun lector automáticode

ELISA (Eurogenetics)el cual mediantefiltros de 450 y 600 nm, realizauna lectura

bicromáticaeliminandoel color producidoporunaposiblereacciónde fondo.

F) Parámetrosde validación:

Los parámetrosde validaciónque sedeterminanson: especificidad,precisióny

repetibilidad,exactitudy sensibilidad,
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l~ Especificidad

Se determinamedianteel estudiode las reaccionescruzadasde los anticuerpos

policlonalesespecíficosde cadahormonacon distintosesteroides.

20 Precisióny repetibilidad

Consisteen determinarel coeficientede variaciónintra e inter-anúlisis.Parael

cálculo del coeficientede variaciónintra-análisis,se realizandiez determinaciones,por

duplicadoy dentro de una misma placa, de distintasconcentracionesconocidasde la

hormona(5 pg/pocillo, 50 pg/pocillo y 500 pg!pocillo)junto con 20 muestrasproblema

(tambiénporduplicado).Parael cálculo del coeficientedevariacióninter-análisis,serepite

el mismoanálisisdurantediezdíasconsecutivos.

30 Exactitud

Se determina calculando el porcentajede recuperaciónde concentraciones

conocidasde hormona(1,0; 5,0; 10,0 y 15,0 ng/ml muestra)que seañadena muestras

problemaselegidasal azar.

40 Sensibilidad

Puedeserdeterminadade dosformas:

- Calculandoel limite de detecciónquecorrespondealos valoresmediosde E0 menos

dosdesviacionesestándar(D.S.) de ocho ensayosconsecutivos.(Abraham,1975).

- Calculandola concentraciónde hormonaque causael 50 % dereduccióndel valor

de unión inicial. (Van Weemeny Schuurs,1975).
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2~ Análisis hormonaldelas muestras

Una vez validadala técnicaELISA de competiciónpara la determinaciónde

testosterona,1 7~-estradioly cortisol, en el plasmaequino, se analizanlas muestrasde

plasmade los distintosanimales.

Ladeterminaciónde testosterona,1 7p-estradioly cortisol serealizadirectamente

en plasmasin extraer.

El primer paso consisteen tapizarcon una dilución apropiadadel anticuerpo

correspondientelos 95 pocillos (100 pl/pocillo) de la microplaca(el pocillo Al actuará

comoblanco) y su posteriorselladocon parafilm, tapadoe incubaciónen neveraa 40C

durante16 horas.

Pasadoel tiempo de incubaciónserealizancincolavadoscon soluciónde lavado

(200 pl/pocillo) paraeliminarel excesode anticuerpoqueno seadsorbea la placa.

Las muestrassedebenprepararparael análisis.Unavezdescongeladassecolocan

en una gradilla y se introducenen una estufaa 600C, durante30 minutos,para su

desnaturalización,dadoqueel esteroideno sufreningúndañoala temperaturaa la quese

producela desnaturalizaciónprotéica(Silván, 1991).

A continuaciónseprocedea diluir las muestrasen unasoluciónde conjugadoen

igual proporción: 100 pl de muestrasediluyen en 100 pl de conjugadoen un tubo de

ensayode cristal de 25 x 70 mm y soncuidadosamentehomogeneizadasmedianteun

vórtex. Utilizamos50 pl de estasoluciónjunto con 50 pl de tampónEIA paratapizarlos

pocillos de la placade poliestireno.

Las placassesellande nuevoy seincubandurantedoshorasa temperaturaambiente

en oscuridad.
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El último pasoconsisteen la adición de un sustrato(peróxidode hidrógeno)y el

cromógeno(OPD)previo lavadodela placa.La mezclaespreparadamediahoraantesde

serutilizada, se cierra herméticamente,paraprevenirla auto-oxidacióny seguardaen

oscuridadatemperaturaambiente.

En todoslos pocillosde la placaseañaden100 pl de la mezclasustrato-cromógeno.

Trassellarla placacon parafllm, setapay se dejareaccionaratemperaturaambientey en

la oscuridadduranteuna hora.

A continuaciónse realizala lecturaen un lector automáticoELISA de lectura

bicromática lo que elimina el color producido por una posible reacción de fondo

inespecífica.Los filtros utilizadossonde450 nm y 600 nm.

El tiempo que transcurredesdela dilución de las muestrashastael tapizadodel

último pocillo no debe sobrepasarlos 10 minutos debido a que las variacionesde

absorbanciaobservadasen la determinaciónde una misma muestrapuedenalterar la

repetibilidadde la técnicade análisis.

y Procesadode los resultados

El procesadodelos resultadosobtenidosen el análisishonnonalserealizacon la

ayudadeun programainformáticodiseñadoespecialmenteparaello en el Departamentode

Informáticade la Universidadde California(Davís,USA).

Esteprogramacaiculala curvapatrón al enfrentarlas concentracionesestándarde

cadaunade las hormonascon susrespectivasdiluciones(ejede abcisas)y el porcentajede

unión de las muestrasestándarcon el anticuerpo(E/E0)(ejede ordenadas).

A continuaciónel programacalculalas concentracionesde las muestrasproblemas

tomandocomoreferencialas curvaspatrón. Paraexpresarestasconcentracionesen las

unidadescorrectasesnecesariola introducciónde un factorde correcciónen funciónde la
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dilución quehayamosutilizado. Las concentracionesdecortisol y testosteronaseexpresan

enng/ml y las de 1 7~-estradiolen pglml

ANALISIS ESTADíSTICODELOS RESULTADOSOBTENIDOS

El análisisestadísticode los resultadosse realizópormedio del softwareBMDP

(BiomedicalData Program)(Dixon, 1992), en el centro de Cálculo de la Universidad

Complutensede Madrid.

Se realizó el análisisde varianzay covarianzacon medidasrepetidasy el test de

comparaciónmúltiple de Bonferroni (BMDP2V), junto con el testno paramétricode

Friedman(BMDP3 S) paraestudiarla distribución de las variablesestadísticasy testde

diferenciasde medias (BMIDP3D), para comprobarsi las distintas variables poseen

diferenciasestadísticamentesignificativas.

Las variablesestadísticasanalizadasson:

- Númerode animales.

- Concentracionesplasmáticasde testosterona(T), 1 7~-estradiol(E2) y cortisol(C).

- Horay/o día de la tomade muestra.
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RESULTADOS



1. Diluciones óptimas de anticuerpo

Los resultadosobtenidostras las pruebasrealizadasparacalcularla dilución de

trabajoóptima,a emplear,de anticuerpoparaELA de competiciónfueron:

* Anti-testosterona:1/6.000.

* Anti-l 7B-estradiol 1/2 000

* Anti-cortisol 1/6 000

2. Dilucionesóptimasdeconjugado

Estefactor escritico paraun puestaa puntoóptima del método. Los resultados

fueronlos siguientes:

* ConjugadoHRP-testosterona:1/50.000.

* ConjugadoHRP-1713-estradiol:1/20.000.

* ConjugadoHRP-cortisol: 1/60 000

3. Validación del ELA de competición para las hormonas esteroides(testosterona,

1711-estradioly cortisol).

- Precisióny repetibilidad

:

Cálculo de los coeficientesde variaciónintrae ínter-ensayo.

% CV = Desviaciónestándar/mediax 100
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Ennuestrocaso,los % CV intrae inter-análisisfueronsiempremenoresdel

7%paratodaslas hormonasestudiadas.

Exactitud

.

Los porcentajesde recuperaciónen todoslos casososcilanentre85-95%

(p <0,05).

Sensibilidad

Se determinóde dosformas:

- Límitesde detección:

Testosterona:6 pg/pocillo.

1 713-estradiol:0,3 pg/pocillo.

Cortisol: 3 pg/pocillo.

Sensibilidadal 50 % de union:

Testosterona:83 pg/pocillo

1 713-estradiol:8,3 pg/pocillo

Cortisol: 58,82 pg/pocillo.
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4. Concentracionesplasmáticasde las hormonastestosterona,1711-estradioly

cortisol a lo largo del alio.

En la Gráfica1 quedareflejado el patróncircanualparala hormonatestosterona.

La concentraciónmáximaapareceen el mes dejulio, más concretamente,en la cuarta

semana,con un valor de 4,57 + 0.73 ng/mí; mientrasque, la concentraciónmínimala

obtuvimosen el mesde febrerocon unamediade 1,01±0,1 ng/mI. El nadircorresponde

a la tercerasemanade febrero,conunaconcentraciónde 0,85 + 0,05 ng/ml.

La Tabla 1 ilustralas concentraciones(media+ ES), con las queseha construido

la gráficacitada.

El análisisde varianzacon medidasrepetidasrevela,segúnel test de comparaciones

múltiple de Bonferroni, que existe una variación significativa de la concentraciónde

testosterona(p < 0,05)a lo largodel año. El testno paramétricode Friedmandemuestra

estamismavariación.

La Gráfica 2 ilustra el patrón circanualde la secreciónde 17p-estradiol.Las

máximasconcentracionesseobtuvieronla primerasemanadel mesdejulio con 116,58+

21,94 pg ¡ml. Seguidamentecomienzael descensobruscohastallegar a la quintasemana

del mesde marzo,dondeaparecióun nadirde 16,22+ 1,66 pg/ml.

El análisis estadístico(test de Bonferroni y de Fríedman)mostró diferencias

estadisticamentesignificativas(p< 0,05).

Enla Tabla2 aparecenlasconcentracionesde 1 7~-estradiol(media+ ES)a lo largo

del año.

En la Gráfica3 estárecogidoel patrón circanualde cortisol, donde aparecela

concentraciónmínimacorrespondientea la tercerasemanadelmesde marzo,con valores

de56,07+ 9,37 ng/ml y la concentraciónmáximacorrespondientea la segundasemanadel
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mesfebrero,con valoresde 319,18+ 53,10ng/ml.

En la Tabla3 estándetalladaslas concentracionesde cortisol (media+ ES) sobre

las que seha construidola gráfica.

El análisisde la varianzaconmedidasrepetidasfue estadísticamentesignificativo

(p< 0,05)en los dostest empleados(test de Bonferroniy test de Friedman).

5. Concentracionesplasmáticasde testosterona,1 78-estradioly cortisol a lo largo

de la semana.

En la Gráfica 4 estárespresentadoel patrón circaseptanopara la hormona

testosterona,con unosnivelesmáximosa comienzosde semana1,38±0,23ng/ml y unos

nivelesmínimos amediadosde la mismacon 0,92 ng/ml + 0,07 ng/ml.

La Tabla4 revelalas concentraciones(media+ ES) semanalesde testosterona.

El análisis estadísticonos muestraque existeuna variación significativa de la

concentraciónde testosteronaa lo largo de la semana(p < 0,05), tanto en el testde

Bonferroni,comoen el testde Friedman.

En la Gráfica5 estáreflejadoun patrón circaseptanoen la secrecióndel 17p-

estradiol, con nivelesmáximosel sábado,con concentracionesde 43,64 + 7,40 pg/ml y

valoresmínimos los jueves,con una concentraciónde 29,00 + 3,43 pg/ml, existiendo

diferencias,estadisticamentesignificativas(p <0,05),entrelos díasde la semana.

En la Tabla4 se encuentranrepresentadoslos valoresmedios(media+ ES) de las

concentracionesdeestahormona,a lo largode la semana.

En la Gráfica6 se exponenlas concentracionesde cortisol obtenidasa lo largode

la semana.La concentraciónmáxima se obtuvo el martes (112,10 + 14,80 ng/mí)

51



manteniéndoseen altosniveleshastafinalesde semana.

En laTabla4 aparecentodoslas concentracionessobrelas que seha construidola

gráficacitada.El análisis estadísticofuesignificativo (p <0,05)paralos dostestempleados

(test de Bonferroniy testde Friedman).

6. Concentracionesplasmáticasde testosterona,171)-estradioly cortisol a lo largo

dedíascortosy largos.

La Gráfica7 refleja la existenciade un patróncircadianode la testosteronaen los

díascortos,conunpico máximode testosteronade 2,10 + 0.36 ng/mi a las dosde la tarde

y un segundopico a las oncede la nochecon unaconcentraciónde 1,47+ 0,11.El primer

nadirlo encontramosalas ocho de la tardeconun valor de 0,97 + 0,10 ng/ml. El segundo

mínimo de 0.88 + 0,10 ng/ml seproducea las 8 de la mañanadel díasiguiente.

En la Tabla5 aparecenlos valores(media±ES) sobrelos queha sido construida

la gráfica.

El análisisde varianzamuestradiferencias,estadisticamentesignificativas(p < 0,05),

enla concentraciónde testosteronaa¡o ¡argode los díascortos.

El patróncircadianode díascortosparala hormona17j3-estradiolapareceen la

Gráfica8. El primernadir aparecea las oncede la mañana,con un valor de 31,60+ 3,07

pg/ml, obteniéndosela máximaconcentracióna las dosde la mañana47,52+ 7,40 pg/ml.

En el análisisestadísticono aparecieronvariacionessignificativas(p > 0,05),a lo

largodel día.

Todos los valores obtenidos a lo largo del día para el 1 713-estradiol están

representadosen la Tabla6 (media+ ES).
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Enla $~j~9 sedetallael patróncircadianoen la secreciónde cortisol en los días

cortos.Nuestrovalor máximoseobservóalas ochola mañanacon unaconcentraciónde

129,76+ 10,75ng/ml. El nadirseproducíaa lasochode la tarde,con un valor de 58,95+

7,29. Los valoressobrelos queseconstruyóla gráficaaparecenreflejadosen la Tabla7

.

El análisisde la varianzamostródiferenciassignificativas,en el testde Bonferroni

y de Friedman,en la secreciónde cortisol a lo largodel día ( p < 0,05).

En la Gráfica 10 serepresentanlas concentracionesde testosteronaen los días

largos,no encontrandodiferenciasestadísticamentesignificativas(p> 0,05),pero conunas

variacionesmuysemejantesa las obtenidasenlos díascortos.En la Tabla5 estánrecogidas

las concentracionesde testosteronaen los díaslargos.

En la Gráfica 11 estánrepresentadaslas variacionesen la concentraciónde la

hormona1 7~-estradiolen los díaslargosy observamosquetampocoexistíanvariaciones

estadísticamentesignificativas(p > 0,05).En la Tabla6 aparecenlos valoresmedios(media

+ ES)de estahormona,a lo largodel día.

En la Q~Éfi~J.2semuestrael patróncircadianodel cortisol paralos díaslargos.La

máximaconcentraciónseobtuvoalas ocho de la mañanacon un valor de 140,22+ 24,58

ng/ml. El nadirse obtuvoa las oncede la noche,conunaconcentraciónmedia de 66,73 +

12,71 ng/ml. En la Tabla7 quedanrecogidaslasconcentracionesde estahormonaalo largo

del día.

Aparecierondiferenciasestadisticamentesignificativas(p < 0,05)en la secreciónde

cortísol, en los días¡argos,enlos dostestempleados.

En las Gráficas 13 14 y 15 se pueden comparar las diferencias en las

concentracionesde la testosterona,17 p-estradioly cortisol, respectivamente,en los días

codosy largos.
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Encontramosdiferencias significativas (p < 0,05) entre las concentraciones

obtenidasen los díaslargosy cortos,en el casode las dosprimerashormonas.Enel caso

de la testosterona,estas diferencias posiblementese deban a variaciones en la

concentración,másquea variacionesen el patrón.
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TABLA 2.- CONCENTRACIONES PLASMATICAS ANUALES DE 1713-ESTRADIOL *

43.00±

36.63±

37,55±

40.83+

ENERO

116,58+ 21.94

93.57±17.76

96.70±18,47

105,13+19,94

AGOSTO

SEPTIEMBRE

OCTUBRE

NOVIEMBRE

105.44+ 19,06

79,80+ 14.79

87,67+ 15.83

63,02+ 10.79

54.80±9.45

53.31±

50.93+

47,52+

46.76+

9,88

8.28

6,18

7.41

44.40±7,26

36,27±5.61

54.28±9,80

47.92+ 7,23

26,84+ 3.54

37,63±5.59

54,12±9,33

38.44±5.97

42,56±7.16

23.34± 2.78

57,58±10.08

111,65±19,48

112,33+ 18,26

114,73±21,09

DICIEMBRE

() ConceiÑaciones dc 1 7Wesúadiol expresadas en pghnl

6,61

4,50

4.57

3.13

JULIO

33.40±

40.55+

36,72+

39,25+

3,97

4.71

4.63

2.65

FEBRERO

MARZO

41.67±

3 1,49±

22.40+

20.23 ±

16.22+

26,63 +

34,68±

35,04±

36,36±

ABRIL

4,54

5,76

2,97

2,51

1.66

4,22

1,39

1,97

3.14

+ 3,03

+ 2,45

+ 3.37

+ 4.18

MAYO

37.85

29.20

27,43

28,47

JUNIO

37,29±6,83

32,81±0.51

31,58±4.98

41,36±7,09
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TABLA 3.-CONCENTRACIONES PLASMÁTICAS ANUALES DE CORTISOL*

117,17+ 20.18

75,93 + 7.60

97,29+ 9,36

89,45±15.78

¡42.31±27,45

319,18+ 53.10

249.70+ 47,14

132.16±25,21

98.65±17,68

68,94+11,91

56,07+ 9,37

78,65±13,70

100,43+ 19.80

SEPTIEMBRE

95,31 +

83.35+

84,28+

95.26+

103.68±

114.94±

OCTUBRE 84,89+

77,51+

79,98±11,84

80.76+ 14.94

74.78+13,97

93,85+ 14.95

69.47+ 9.97

113,10±¡6,08

130.33+ 25.95

188.27+ 2 1,35

205,56±39,79

NOVIEMBRE

DICIEMBRE

76,21± 9.74

93.17+ 17.87

175,46+ 24,54

140,12±26,64

¡03.02+ 14.97

163,36±30,18

187.25±34,23

109,22±16,59

98.73±13.04

(*) Concentracionesdccortisol expresadasenng/ml.

ENERO

FEBRERO

87,96+

104,79±

85,00±

88,22+

JULIO

AGOSTO

11,31

19.45

¡5.18

15.59

17,45

18.17

19.18

17.90

17,40

MARZO

98,50+

92,64+

109.20+

124,32+

147,72±

101,66+19,03

118,91+ 19,71

ABRIL 143.42±28,87

83,55±15.30

15,82

12.53

¡3,51

16.20

¡7,12

¡3.60

13.12

9,60

MAYO

JUNIO
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TABLA 4.- CONCENTRACIONES PLASMATICAS SEMANALES DE LAS

HORMONAS ESTEROLDES

TESTOSTERONA’ ESTRADIOL2 CORTISOL3

DOMINGO 1,23 + 0,19 39,35 + 6,54 57,71 + 10,03

LUNES 1,48 + 0,28 40,78±6,83 54,36±10,45

MARTES 1,58 + 0,23 39,53 + 4,40 112,10+ 14,80

MIÉRCOLES 1,34 + 0,19 39,22+ 6,00 84,16+ 15,33

JUEVES 1,17+0,13 29,00+3,43 99,84+17,07

VIERNES 1,02 + 0,10 35,44+ 4,64 93,80+ 14,77

SÁBADO 0,92+0,07 43,64+7,40 87,36+15,10

Conecntracionesp¡asmnáticasexpresadasen:(1) ng/mi,; (2)pg/nÉ: (3) ng/ml.

58



TABLA 5.- CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE TESTOSTERONA*

DIAS CORTOS

1,20

1,51

2,10

2,10

0,97

1,47

1,26

1,00

0,88

1,18

DíAS LARGOS

+ 0,24

+ 0,30

+ 0,36

±0,13

+ 0,10

+ 0,11

+ 0,17

+ 0,08

+ 0,10

±0,10

2,05

2,61

2,74

2,79

1,95

2,14

2,32

1,86

1,74

2,25

±0,37

+ 0,41

+ 0,48

±0,56

+ 0,29

+ 0,29

+ 0,44

+ 0,23

+ 0,23

+ 0,29

09Concentracionesexpresadasenng/ml.

08:00

11:00

14:00

17:00

20:00

23:00

02:00

05:00

08:00

11:00
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TABLA 6.- CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE 17B-ESTRADIOL *

DIAS CORTOS DIAS LARGOS

08:00 32,24+ 4,32 70,37+ 6,46

11:00 31,60+3,07 70,50±4,35

14:00 35,53+ 5,23 71,90+ 5,63

17:00 33,78+ 3,79 65,02+ 7,69

20:00 31,91 + 3,96 62,55+ 1,73

23:00 40,35+ 7,61 70,08 + 9,40

02:00 47,52±7,40 63,71 1 8,25

05:00 40,59+ 7,65 73,03+ 10.09

08:00 45,99+ 6,73 63,82+ 5,32

11:00 39,81+5,71 60,16+ 6,40

() Concentracionesexpresadasenpg/nl.
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TABLA 7.- CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE CORTISOL *

DL&S CORTOS

129,76+

93,17+

78,86+

63,89+

58,95 +

88,00+

91,88+

110,29+

167,78+

131,53 +

10,75

17,87

13,65

6,41

7,29

8,92

10,39

13,70

18,75

23,78

DIAS LARGOS

140,22

117,49

109,86

71,77

79,43

66,73

82,71

101,57

149,76

87,84

+ 24,58

+ 21,32

+ 17,15

+ 13,69

±11,35

+ 12,71

+ 12,91

+ 7,17

+ 27,85

±16,17

(*) Concentracionesexpresadasenng/ml.

08:00

11:00

14:00

17:00

20:00

23:00

02:00

05:00

08:00

11:00
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