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Lametaprincipalde losproductoresde carneparael consumohasidosiempre

la deobtenermayoresbeneficiosdesusproductos,bienutilizandorazasprecoces,con

mayorfacilidadparael engordeo administrandosustanciasqueal aumentarel apetito

o modificar, de algunamanera,el metabolismohaganque el animal trasformemás

positivamenteel piensoquesele adininistra.

Seriademasiadoextensoel enumerartodala cantidaddeproductosquesehan

utilizado con los fines señalados,sólo vamosa citar, por habersido los que más

trascendenciahantenido,decaraala sociedad,alos anabolizantes,entendiendocomo

talesa todosaquellosproductoscapacesde mejorar la balanzanitrogenadapor un

aumentodel anabolismo.

La industriafitosanitariaseha encargado,a travésde los tiempos,deponeral

alcancedel ganaderouna serie de productos,cadavez más sofisticadospor los

rendimientosqueproporcionaban,paraqueal administrarlosasusresesobtuvieran

mejoresbeneficios.Es más, en algunosmomentosse han llegado a desencadenar

verdaderasbatallasparaconseguirun mercadode altosrendimientos.

Sin embargo,enel año1985y atendiendomása razonespolíticas -sehablóde

excesode existenciasy a los costesde mantenerlasy, sobretodo, de la existenciade

un peligro potencial para los consumidores-que a las puramentecientfficas se

prohibió en Europa el uso de cualquier aditivo que tuviera ese carácter de

anabolizante.España,naturalmente,al pertenecera la CE tambiénprohíbeel usode

esassustancias.

Esta decisiónesfuertementecriticadapor los productoresde carne,por los

productoresde los anabolizantes,etc. y lo que es más importantepor la propia

comunidadcientíficaya quesecelebraronreumones,mesasredondas,simposia,etc.

dondequedademostradoquela utilidad de cienosanabolizantes,bajo determinadas

condicionesno son peligrosos,no entrañanningúnpeligro paralos consumidores.
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De entelassustanciasanabolizantesmásampliamenteutilizadasdestacael uso

delacetatodetrenbolonaconunosrendimientossignificativosencuantoalos Indices

de conversióny gananciade pesoserefiere.Estasustanciaquedaprohibidapor las

disposicionescomunitariasy nacionales,lo queno significaquehayadejadodeusarse.

Al hacerunabúsquedabibliográficaparatratardejustificar las prohibiciones

aludidasencontramosunafaltadeconocimientosenormesobreel comportamientode

la trenbolonasobreciertasconstantesfisiológicas,particularmenteenel campode la

endocrinologla,por ser la especialidadque tiene el laboratorio dondehablamos

tratadode llevar a cabonuestrotrabajo.

No habíamosencontradodatosfidedignossobrela cinéticade la trenbolona,

conocimientoimportantisimoparapoderopinar sobre dicha sustancia.Por ello, el

primer objetivo del trabajo queaquí sepresentaesel de estudiarla cinéticade la

trenbolonatrassuaplicación,enforma de implante,enel ganadovacuno.Seestudian

las influencias que esas concentracionesde trenbolonapuedantener sobre las

concentracionesde hormonasesteroidesy tiroideas.

En definitiva, nuestro trabajo incluye un capitulo relacionado con el

Metabolismode las proteínas para poder analizary conocer las influencias de los

anabolizantes.Se estudiaa continuaciónlaBiosíntesisdelas hormonasesteroidesy el

mecanismode acciónde estashormonas,parapoderexplicaralgunasde las acciones

del implantesobre las mismasrutasde biosíntesis.Se describena continuaciónlos

Anabolizantesmás utilizados con estos fines y sus repercusionesen lo que a la

Seguridadde los consumidoresserefiere.

A continuaciónhacemosuna revisión bibliográfica sobre el desarrollo e

inaportanciade losMétodosinmunológicoscomoherramientafundamentaldenuestra

parteexperimental,haciendoalusionestambiéna los análisisporHPLCquenosotros

utilizamos.

La parteexperimentalpropiamentedichaestaconstituidapor el protocolode
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manejoy tratamientode los animalesy el análisisde las muestrasobtenidas,siendo

los valores analizadoslos de progesterona 17/3-estradiol, testosteronu~cortiso4 ni.

iodotironing tiroxina y hormonaestimulantede la tiroides.

Un amplio capítulodedicadoa la discusióncomparanuestrosresultadoscon

los encontradosen la bibliografía.

Al final sesacanunasconclusionesqueentendemossonvaliosasya quehasta

la fechano sehablanrealizadotrabajosexperimentalestanprofundosy completos

como el que aquísepresenta.
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La constanteevolución de los conocimientosbásicos, que constituyen la

nutrición animal, da como resultadola apariciónde nuevassustancias,de diversos

tipos, y que persiguenel mismo objetivo: el aumentode la productividadanimal a

travésde la estimulaciónde la velocidadde crecimientoy mejorade los Indices de

transformacióndelalimento,enpesovivo.

Entre lassustanciasquehanido apareciendoen el campode la alimentación

animaldestacanlos antitiroideos,consingularimportancialos derivadosdel tiuracilo,

sustanciasinhibidoras de la función tiroidea, cuya administración,debido a su

interferenciaen la síntesisde hormonastiroideas, produceestadoshipotiroideos

mejoradoresdel incrementoponderalde pesovivo, en algunasespecieszootécnicas.

Otras sustanciasmuy empleadasson los agentesanabólicos, usados en

producciónanimal,y quefueronclasificadospor Hoffmann(1978)segúnsu actividad

biológica en: estrogénicos,androgénicosy progestágenosy, de acuerdo con su

estructura, en: esteroides endógenos, esteroides sintéticos y compuestos no

esteroideos.Todosson utilizadoscomopromotoresdel crecimiento,produciendoun

incrementode la síntesisproteica(Lii y Rendel,1976).Estos compuestosapartede

su actividadanabólicatambiénejercenactividadcomohormonassexuales.

El reconocimiento,por partede la FOA (Food andDrug Administration),de

la utiuizacion del dietilestilbestrol (DES) -estrógeno sintético no esteroideo-,

empezándosea usaren aviculturaen los comienzosde 1947 y enganadovacunoen

1954, marca el inicio en la utilización de los compuestosanabolizantesen la

producciónanimal(Hoffmanne: aL, 1975; ¡Cargy Vogt, 1978).

La administraciónde cualquierclasede “droga” requiereque hagamosuna

consideraciónde los posiblesriesgos,comparándolosconsusposiblesbeneficios.En

la actualidad,las ventajasdel empleo de agentesanabolizantesutilizados como

promotoresdel crecimiento,particularmenteen rumiantes,estáfuera de cualquier

duda(Heitzman, 1976; Heitzman,1979).
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Las agentesanabólicosqueestimulanla elaboracióndeproteínassonunade

las solucionesparaobtenerun mayorrendimientode los alimentosdeorigenanimal.

Dentrode las modernasexplotaciones,de produccióncárnica,seadmiteque

los objetivasaalcanzarson:

- Carnede mejor calidad.

- Mínimo consumodepienso.

- Ciclo de produccióncorto.

Es indudablequeel logro de los objetivosanteriormenteseñaladosno puede

hacerseindependientemente,sino graciasa la colaboraciónde genetistas,fisiólogos,

patólogos,nutrólogosy demásespecialistasen las diversasramas biológicas.Con

frecuenciasonlos genetistaslos quebrindananimalesconextraordinariopotencialde

crecimiento,queno podrámanifestarseen su plenitud,si no seles mantieneen la

más estricta sanidady óptimas condiciones de alimentación. Sin embargo, se

presentanocasionesen las queel investigadorpuede,con habilidady un adecuado

conocimientodel marco fisiológico del animal, alterar ligeramentedeterminadas

funcionesfisiológicas,enbeneficiode la productividad.Ejemplosdeestoslos tenemos

antenuestrosojos como son la producciónde carnesblancas,empleode diversas

sustanciasde tipo estrogénico,etc.

Estos fines sólo podrán alcanzarseen la medida en que la relación de

conversióndel nitrógenoproteicoseamáselevada.Sin embargo,estaconversiónes

realmentedeficitariaen la especiebovina y decrecea medidaque aumentala edad

delanimal.El potencialde conversióndel 70%en los primerosdíasdevida, bajaa

un 30%apartir de la décimasemana(VanDer Wal, 1975).Van Der Wal y Berende

(1983) estudiaronla utilización del nitrógenoalimenticio, en tanto por ciento, del

ingerido retenidopor los bóvidos en forma de proteínascorporales,llegandoa la

conclusiónqueestáenrelacióninversaconel excretadoenla orina,aumentandoéste

último conla edaddelanimal,mientrasquepermanececonstanteel excretadoen las

‘7
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heces.

Esta situación nos atreveríamosa calificarla de “catástrofe metabólica’,

mejorarlanotablementeconla utilizaciónde los anabolizantes-estradiol,acetatode

trenbolona-,expenunentándoseun incrementodel nitrógenoretenidoen forma de

proteinascorporales(Van Der Wal y Berende,1983).

Ello explica porquélos investigadoreshan dedicadotantos esfuerzospara

intentarreducirlaspérdidasdenitrógenosuministradasen la raciónalimenticia,que

constituye el elementomás caro y con lo que mejoraríamosla rentabilidadde la

produccióncárnica.

Actualmente,el empleoracionalde los anabolizantesesel mejor instrumento

puestoadisposicióndelganadero,por la investigación,paraincrementarde manera

notablela fijación delnitrógenoalimenticio.

Así, la utilizaciónde esassustanciasencuentrasu principal justificaciónen la

productividadde los animalesquela reciben,porque:

- Amnentanla gananciadiaria depeso.

- Aumentael índicede conversión.

- Mejoran la conformaciónde la canal.

- Mejoran la clasificaciónde la canal.
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METABOLISMO DE LAS PROTEíNAS

Las proteínasconstituyenaproximadamentelas tres cuartaspartesde los

sólidosdel organismoanimal.

Las podemosdividir en: proteínasestructurales,enzimas,genes,proteínas

transportadorasde oxígeno,proteínasmuscularesresponsablesde la contraccióny

otras que desempeñanfuncionesespecíficasdentroy fuerade las células (Guyton,

1988).

Las propiedadesquímicasbásicasde las proteínas,que explicansus diversas

funciones,son muy amplias,por lo que nos limitaremos a estudiar los aspectos

específicosdel metabolismodelas proteínasqueconsideremosmásimportantespara

los finesde nuestroobjetivo.

Biosíntesisproteica

En la décadade los años70, escuandosehaproducidoun granavanceen lo

que al conocimientode la biosíntesisde las proteínasen las célulasanimalesse

refiere, aúncuandoexistan,actualmente,muchospuntososcurosen las interacciones

químicas.Si se considera,en líneasgenerales,la biosíntesisproteicaen las células,

encontramosqueesanálogaa lasqueacontecenenlasbacterias,aunqueexistenunos

perfiles, que son, considerablemente,más complicados.Algunos estudios tratan

parcialmente(Mazumdery Szer,1977)o completamente(Pain,1978;Revely Groner,

1978; Painy Clemens,1980) la síntesisproteicaa nivel celular.

Algunos de los conocimientos,que actualmentese tienen, derivande los

modelos introducidos por diferentes investigadoresque permiten medir ciertos

parámetros,pero quetienenel inconvenientedeno serdel todo ciertosa la hora de

extrapolarlosa lo quesucedeen el organismovivo. Sin embargo,sonesosmétodos

lo suficientementedemostrativosparalos finesqueahoranosotrosperseguimos.

9
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Labiosíntesisproteicacomprendeunaseriedeprocesoscomplejosqueafectan

a las tresclasesdeRNA y aungrannúmerodeproteínas(Painy Clemens,1980).El

ordende inserciónde los aminoácidos,enunacadenapolipeptidica,estadirigido por

la secuenciade las basesnucícótidasen el RNA mensajero(nANA), el cual es

transcritodelDNA, en la región nucleoplasmáticadel núcleo.

La informacióngenética,representadapor la secuenciadebasesenel xnRNA,

es descifradapor el RNA de transferencia(tRNA) y convenidala secuenciade

aminoácidosenproteínas.La estructuratRNA (figura 1) incluye tres distintivos que

la capacitanparallevar acaboestasfunciones:

1- Unatripletaanticodóndebases,quesirve deunión complementarlaal

codónenel mRNA, queespecificaun aminoácidoenparticular.

2- Un lugar de inserciónen el mismo aminoácidoen el terminal3’.

3- Un lugardereconocimientoparala enzimaespecífica,aminoacil-tRNA

sintetasa,quecatalizala unión del aminoácido.

La formacióndelanainoacidil-tRNA implica la hidrólisisdeATP aAMP; por

tanto, la preparaciónde cadamolécula de aminoácido para la síntesisproteica

requiereel gastode dos unionesde alta energía.

El tercer tipo de RNA que intervieneen la síntesisproteica es el RNA

ribosomal (rRNA) que se sintetizaen el nucleoloy se incorpora, junto a unas 70

proteínas, dentro de los ribosomas. Estos orgánulos están formados por dos

subuidades,denominadas40Sy 60S, segúnsu gradientededensidadensacarosa.

El procesode síntesisproteicareferido a la traslación(Pain, 1978) sepuede

dividir en tres etapas:

1 iNICIACION: uniónde un ribosomay de unamoléculade iniciador

10



3
OH lugar de unldn del

aminoácido

Anticodon
Figura1

específicodel tRNA (Met-tRNA) aun lugarparticulardel

mRNA al principio de la secuenciacodificante.

2 ELONGACION: el ribosomase mueve hacia el mRNA con lo que se

elabora una cadenade polipéptidos, a partir de los

aminoácidos,consecuenciadependientedela información

genéticacodificada segúnel ordende las basesen el

niRNk

3 TERMINACION: el ribosoma, tras la elongación,alcanzael final de la

Sp
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secuenciacodificantesobreel RNA y seliberajunto a la

cadena proteica recién completada. En estas

circunstancias,el ribosomaes capaz de reunirse a la

misma,u otra, moléculade ntxRNA. Si no seprecisade

inmediatoparala síntesisde otraproteína,el ribosoma

permaneceráenel citoplasma,enunaespeciede“salade

espera”de ribosomasmonoméricos,sin unirseal naRNA.

Regulaciónde la biosíntesisproteica

La síntesisdeproteínas,en las célulasanimales,estásujetaa unaregulación,

tanto cuantitativacomocualitativa.Laprimera,estoes, el controldela cantidadtotal

deproteínasintetizadaesmuy importanteparadeterminarel tamañodel tejido y su

respuestaa diferentesfactores,comopuedenser los nutricionalesy los hormonales.

La regulacióncualitativa o, lo que es lo mismo, el control de tipo de proteína

sintetizadaes, también,degranimportanciaparala inducciónhormonalde enzimas

y paralos procesosde desarrolloy diferenciación.

La medición de los ritmos totalesde síntesisproteica“in vivo” ha mostrado

cambios,envariostejidos, en respuestaa alteracionesnutricionalesy/o hormonales

(Henshaw,1980; Pain, 1980).Estos cambiossepuedenconsiderar,en términosde

regulación,como dependientesde:

a. - Númerode ribosomasdisponiblesen el tejido, lo que posiblemente

determinael máximoritmo desíntesisproteica,encualquiermomento.

Hirsch en 1967 y Young en 1970, determinaronla concentraciónde

ribosomasenun tejido midiendoel RNA total.

b. - Actividad de los ribosomas,o sea,ritmo de síntesisde proteínaen el

tejido.

Las deficienciashormonalesy/o nutricionalesreducen,tanto el número de

12



ribosoniascomoel porcentajede síntesisde proteínaspor ribosomaen el músculo

(Millward et al., 1973; Flaim el aL, 1978).Hechoéstea tenermuyencuentarespecto

anuestrosobjetivos;si bienporel momentoexistengrandesdificultadesparaconocer

profundamentela regulaciónde la actividad de los ribosomas,ya que no existen

procedimientosestandarizadoscapacesde analizartalescambios.

Hasta hace relativamentepoco tiempo se tenía la creenciade que una

disminuciónde la proporcióndepolisomasenun tejido implicaba,automáticamente,

unadisminucióndelritmo desíntesisproteica,y viceversa(Wool el aL, 1968;Jefferson

el aL, 1974).Sin embargo,y ala vista delos resultadosobtenidos,cuandoseutilizaba

cicloheximidaseproducíaunainhibiciónparcialde la síntesisdeproteínas,lo cuálera

acompañadodeun incrementoenribosomas,impidiendoseel procesodeelongación,

másque el de iniciación, llegandoa la conclusiónque el análisis de los polisomas

sólo seráútil cuandosecoordinecon la medidade síntesisproteica/ribosomasmás

queconsiderarlocomoun sustituto de ésta(Rannelsel aL, 1978; Li el aL, 1979 ).

Ajuzgarporlosprogresosquesevienenrealizando“itt vitro” sobreestecampo,

tan apasionante,de la síntesisproteica, a nivel celular, esmuy posibleque en un

futuro, no muy lejano, sedispongade informaciónsuficienteparaconocer,contoda

exactitud,cómointervienentodoslos factoreshormonalesy/o nutricionalessobreeste

biomecanismo.Por el momento bástenosconocer los fundamentosanteriormente

apuntados.

Dentrode la célula, ademásdel procesode sfntesisproteicajuega, también,

un papel,muy importante,la degradaciónde las proteínasaunqueno seatanbién

conocidocomoel anterior(verpáginasposteriores).
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Control hormonal del metabolismoproteico

Uno de los factoresque nos indujo a consideraresteapartado,es el escaso

conocimientoexistenteenel áreade la regulaciónhormonaldel metabolismode las

proteínas,particularmenteen lo referenteal crecimientoy al uso de hormonasenla

producciónde proteínaanimal, con el fin de poder incrementarel suministrode

alimentoala poblaciónhumana.

El sistemaendocrinotieneunainfluenciaconsiderableen el crecimientodel

animal, al regularla toma de nutrientesy la división de los mismospor variasvías

metabólicas(Baile y Forbes,1974;Bray, 1978).

Los posibleslugaresde actuaciónhormonal, a nivel celular, en la síntesis

proteica,seencuentranrepresentadosen la figura 2.

El papel de cadauna de las hormonassobre el metabolismoproteico, lo

estudiaremosmásadelanteen el capítulode mecanismosde acciónhormonaL

Degradaciónproteica

Al menossehandescritotresprocesoscomolos responsablesde la escisiónde

lasunionespeptídicasintracelulares,quesonlos causantesdel catabolismoproteico:

1. Manipulación de las proteínaspor un mecanismoproteolitico co-

traslocacional,localizadoenel retículoendoplasmáticorugoso(RER),

quetrasladalospéptidos“marcados”delasproteínassecretoras(Blobel

y Dobberstein,1975)

2. Rápida degradaciónde una gran proporción de proteínas recién

sintetizadas.Este procesopareceser el responsablede controlar la

cantidadde proteínaquesesecrete.

14
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3. Degradaciónpost-traslocacionalde las proteínassujetasa degradación

fisiológica, tambiénllamadadegradaciónproteicafisiológica.

La degradaciónproteicafisiológica dependede unaseriede factoresque se

puedenresumir,en dos grupos:

a- factoresrelativosa laspropiedadesde lasproteínascomosustratospara

la degradación,y

b- factoresque influyen sobre las diferentesenzimasresponsablesde la

degradaciónproteica.

El sistemadedegradaciónproteicadependedeunaseriedecaracterísticasde

FuentusdoEnmigla Antobidae

Figura2
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laspropiasproteínas(Mc Lendony Radany,1978)y queson:

Las subunidadesgrandes se degradanmás rápidamenteque las

pequeñas.

u- Lasproteínasácidassedegradanconmásfacilidadquelasbásicaso las

neutras.

¡u- Las proteínas con cociente de renovación rápido presentan

característicashidrofóbicas.

iiii- Las proteínastermoestablessedestruyenlentamente.

Un posiblemecanismoreguladorde la degradaciónproteicalo constituyela

modificación covalentede las proteínas,por cuanto puede actuar cambiandola

conformacióny estabilidad de la proteína o generandolugares sensiblesa las

proteasas,al variar su afinidada lasendomembranas<Ekmana aL, 1978).

En cuantoa los mecanismosde degradación,dependientesde la maquinaria

celular, son varios autoreslos que consideranla existenciade másde un sistema

proteolíticoen la célula. Bailan! (1977) y Amentaet aL (1977), hanpropuestodos

rutasindependientesparala degradaciónproteica.

Durantela autofagia,los constituyentescelularessonincluidosenmembranas

paraformarvacuolas,quesefusionanconlos lisosomasprimarios-autofagolisosoma-

dondelasproteínasy otrasmoléculas,son degradadas.Estemecamsmoconstituyeel

30%dela degradaciónproteicaintracelular(Knowlesy Ballard, 1976).Ballard (1977)

proponequeel controlde la velocidadde la autofagiaesejercidopor variacionesen

la capacidaddelsistema,comopuedeserel númerodevacuolasformadas.Existe,en

opinióndeBallard(1977),un segundosistemadegradativo,queprobablementeafecta

ala escisiónproteoliticadirectay queseencuentralimitadopor la capacidaddecada

proteínade actuarcomosustratoparala proteolisis.Esteprocesopuedeafectara las

16



reaccionesdependientesde la membranaen las queseinactivanciertasenzimas,lo

queconstituiríaun primerpasode la degradación(Mayer et aL, 1980).

Ainentaa aL (1977) distingueentrelos procesosindiscriminadosdeautofagia

y los queseproducenparamantenerlascondicionesbasalesdedegradaciónproteica.

Conel acúmulodeproteínasenlascélulasdiferenciadas,estasíntesissepuede

realizar muy rápidamente,caso de las células de la glándula mamaria, o muy

lentamentecomo en el caso del músculo. El acúmulo proteico (hipertrofia)

normalmenteocurrepor unahiperpíasiade los tejidosy estahipertrofiano sucede

cuandola degradaciónexcedede la síntesisproteica.Sin embargo,lasvariacionesen

la cantidad de proteínao enzimasdependerá,no sólo del cambio cuantitativoy

temporalde la síntesisproteica, sino tambiénde los fenómenosde degradación,

durantela faseacumulativaen la célula.De esteinterjuegosedesprendeque enlas

células son reconocibles,al menos, tres subgruposproteicos: proteínascelulares

especificas,proteínassecretorasespecíficasy proteínasno especificas.

Empleo de las proteínas plasmáticas por los tejidos

Cuandoen los tejidosorgánicosexisteunadisminuciónde las proteínas,éstas

puedenserrestituidas,congran rapidez,por las proteínasplasmáticas.En realidad,

los macrófagostisularesson capacesde embeberlas protefnasplásmaticaspor el

procesollamadopicnocitosis;acontinuación,unavez en las células,dichasproteínas

sedesdoblanenaminoácidosquesetransportandenuevohaciala sangrey seutilizan

por todo el cuerpoparaelaborarproteínascelulares.De estamanera,las proteínas

plasmáticas funcionan como medio de almacenamientolábil de proteínas y

representanun sitio de rápidadisponibilidadde aminoácidos,en todos los casosen

los quelo requieraun tejido enparticular.

Existe un equilibrio reversible, entrelas proteínasplasmáticasy tisulares,

dependiendode la velocidadconla que el hígadosinteticeproteínasplasmáticas;la

velocidad con la que el hígado sintetiza éstasdependede la concentraciónde

17



aminoácidosen sangrecirculante,si éstosescaseansereducela concentraciónde

proteínasplasmáticas.Por otra parte, si existe en sangreexceso de proteínas

plasmáticas,éstasse utilizan para elaborarproteínastisulares. Por lo tanto, se

estableceun equilibrio dinámicoconstanteentreproteínasplasmáticas,aminoácidos

de la sangrey proteínastisulares.

Cuandoen la ración alimenticia al animal no se le suministra la cantidad

necesariadeproteínadiaria,en el organismo,partede las proteínassetransforman

en aminoácidosque se desaminany oxidan, produciéndosede estamanerauna

pérdidade las proteínastotales. Por lo tanto, es preciso ingerir una cantidad

determinadade proteína,dependiendode la especieanimal, raza,sexo, edad,etc.,

estimándosequeparael ganadovacunosedebeningerir al menos148 g diarios de

proteína(Manual Merck de Veterinaria,1988), ya que con estacantidadel animal

podrá disponerde las proteínasnecesariaspara un buen funcionamientode su

organismo.

Para que se puedanutilizar la totalidad de las proteínasingeridas, los

aminoácidosquecontienen,debenconservarentresíla proporciónquepresentenen

los tejidos.Porejemplo,si bajala concentracióndeunode los aniioácidosesenciales,

los demásno podránutilizarse,ya quelas célulasfabricanproteínascompletaso no

fabricanninguna,en consecuenciasedesaminarány se oxidarán.Unaproteína,cuya

composiciónen aminoácidosdifiera de la del promediode proteínascorporales,se

llama proteínaparcial o incompletay resultaevidentementemenosútil para la

nutrición queunaproteínacompleta.
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BIOSINTESISDE LAS HORMONASESTEROIDES

Creemosoportunohacerunpequeñarevisiónde la biosíntesisde lashormonas

objetodenuestroestudio,paraunamejorcomprensiónde los mecanismosdeacción,

que severánposteriormente.

Los principalestejidos de síntesisde las hormonasesteroideas(andrógenos,

estrógenos,progestágenos,glucocorticoidesy mineralocorticoides)soncortezaadrenal,

ovario y testículos;y en menor medidapiel, hígadoy riñón. Tambiéndurantela

gestación,la placentasintetiza estrógenosy algunas otras hormonas(Norman y

Liwack, 1987).

Todaslashormonasesteroidessesintetizanapartirdelcolesterol.Los trabajos

deBloch (1965)establecieronquelos 27 carbonosdelcolesterolprocedendelacetato

(CH3COOH),pudiéndoseresumirla produccióndel colesterolen cuatroetapas:

- Formacióndel ácido mevalónico(6 carbonos)apartir de 3 moléculas

de acetato.

- La conversiónde 6 moléculasde ácido melavónicoen esculeno(30

carbonos),a travésdeunaseriede fosforilacionesintermedias.

- Oxidacióny ciclacióndelesculenoproduciendolanosterol(primeréster

cíclico).

- Cambiosde posición de tres gruposmetilo y doblesenlaces,en el

lanosterol,producenfinalmenteel colesterol.

Unavez obtenidoel colesterol,sufreunaseriedereaccionesquímicasquedan

lugar a la formacióndepregnenolonay progesterona(figura 3).

Homwnogénesiven la CarezaAdwna¡

La cortezasuprarrenalseencuentraconstituidapor trescapasperféctamente
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definidasdesdela superficieal interior: la zonaglomerularesla capamássuperficial

y demenorgrosor,la zonafasciculadao intermediay la zonareticularqueesla capa

másprofunda.

La zonaglornerularsecretaaldosterona,mientrasquelas zonasfasciculaday

reticular secretancortisol y otrosglucocorticoides,pero esprobablequeseamayorla

secreciónde las hormonasen la zonafasciculadaque en la reticular.Ambascapas

secretan,también, andrógenossuprarrenales,pero quizás sea mayor la cantidad

sintetizadaen la zonareticular (Weberet al., 1950),

La biosíntesisde estashormonasesa partir del acetato,quedesdela sangre

seintroduceenel retículoendoplasmáticode la célulaadrenal,dondeatravésdeuna

seriedereaccionesquímicas,vistasanteriormente,seformael colesterol.El colesterol,

provienedelretículoendoplasmáticoy del liberadoporlasesterasasde los ésteresde

colesterol, almacenadoen las gotitas lipídicas llega a la mitocondria. En la

mitocondria,éste,setransformaenpregnenolonaatravésde reaccionesquímicas(la

localizacióna nivel celular de los diferentesestadiosen la biosíntesisseencuentran

representadosen la figura 4).

ColestBrol
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La pregnenolonase transfiereal retículo endoplasmático,dondesufrirá una

serie de transformacionesbioquímicas gracias a la colaboraciónde un equipo

enzúnático muy desarrollado en las células adrenales (James, 1979). Dichas

transformacionesquímicasqueproducenla síntesisde cortisol, sepuedenrealizara

travésde dos vias, unaa travésde la progesterona(llamadavía delta 4), y otra a

travésde la 17a-hidroxipregnenolona(llamadavía delta 5).

La secuenciapredominantede las transfonnacionesenzimáticases la 17a-

hidroxilaciónseguidade las38-hidroxiesteroidedehidrogenasay enzimasisomerasas,

21-hidroxilacióny finalmente11B-hidroxilación.Peroestasecuenciapuedevariar;por

ejemplo, la 21-hidroxilaciónpuedeprecedera la 313-hidroxiesteroidedehidrogenasa

isomerasa.Sin embargo,la 17a-hidroxilaciónno ocurre nuncadespuésde la 21-

hidroxilación (figura4).

[a síntesisde andrógenosadrenalestiene lugar en las zonasmásprofundas,

produciéndoseigualmenteapartir de la pregnenolona.

El cambio de los carbonosen C-17 para formar andrógenosadrenales

requierenprimerola introduccióndelgrupo 17a-OH.Comoconsecuenciaseproduce

17a-hidroxipregnolonaque es escindida por la C-17-20 liasa produciendola

dehidroepiandrosterona,que representaal andrógenoadrenalsecretadoen mayor

cantidad.Aproximadamentela mitaddeesteesteroideessecretadoenforma deéster

sulfato,queparteprocedede los precursoresconsulfatoy el restode la sulfatación

por la sulfoquinasa.

Los principales andrógenosadrenales:androstenodionay su análogo liB-

hidroxiandrostenodionapuedenserformadosvíadelta 5, por la víadelta4 ó poruna

vía intermedia.La 1113-hidroxiandrostenodionapuedesintetizarsevíacortisol.

La víasulfato, parala síntesisde sulfato de debidroepiandrosterona,ha sido

investigadaitt vitro e itt vivo y fue revisada por Wang y Bulbrook (1968). La

transformacióndesultatode colesterolasulfatode pregnenolonay de ésteasulfato
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de 17a-hidroxipregnenolona,y de éste a sulfato de debidroepiandrosterona,puede

tenerlugarsin la hidrólisis delgruposulfato.No obstante,la vía sulfatoparecetener

poca importancia. Debido al lento transportede sulfatos en la circulación, la

concentraciónde dehidroepiandrosterona,en el plasma,esrelativamentealta. Esto

puedeservir comoalmacénde andrógenosen la circulación.

La localizaciónde los diferentesestadosen la biosíntesisdel cortisol y de los

andrógenosadrenalesen las fasciculaday reticularsonlas siguientescomosevenen

la figura 5.
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Homwnogénesisni los Teslfculos

La función de las células de Leydig de los testículos es la secreciónde

andrógenos.El principal mecanismoreguladoresa travésde la secreciónpulsátil de

la hormona luteinizantesecretadapor la adenohipófisis(Dufau et aL, 1983). Los

andrógenosson los responsablesdel desarrolloy mantenimientode los órganos

genitales internos y externos, de la aparición de las característicassexuales

secundarias,del desarrollodel sistemamúsculo esquelético,de la inhibición, por

retrofuncionalidad, del eje hipotálamo-hipófisis y de la estimulación de la

espermatogénesis.Además,los andrógenosestimulana otros tejidoscomo la piel y

los riñones (Hall, 1988).

Los principalesesteroides,secretadospor los testículos,son los andrógenosy

dentro de éstos, la testosteronaes la hormonasecretadaen mayor cantidad.La

androstenodionay la dehidroepiandrosteronatienenmenorgradode androgenidad

(Eik-Nesy Hall, 1965).Estashormonasson sintetizadaspor las célulasdeLeydig en

los testículos,glándulasquetambiénsecretanestrógenos,los cualesson sintetizados

por las célulasde Sertoli (Dorringtony Armstrong,1975).
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La síntesisde la testosteronaesa partir del colesterol,que, a travésde una

serie de reaccionesproducepregnenolonay progesterona.Estasdan lugar a la

testosterona,por mediode dos víasparalelasllamadasdelta 5 y delta 4. Laprimera

procedede la 17-OH-pregnenolonay la segundade la 17-OH-progesterona.

Los esteroidesintermediosde la vía delta 5 puedenser convenidosen los

correspondientesesteroidesde la vía delta 4 por oxidaciónde la 3B-hidroxil a (oxo)

cetona(3B-esteroidedeshidrogenasa)seguidoporel cambiodeldobleenlacedeCS-C6

a C4-C5 (delta5 - delta4 isomerasa).(Figura7).

La forma hormonalnienteactiva de la testosterona,en el macho, es la

dihidrotestosterona(DHT). El lugar demayorproducciónesla próstatay tambiénlos

testículos,piel y glándulassubmaxilares.La reducciónde testosteronaa DHT es

mediadaporla enzimadelta-3-cetoesteroide-Sa-oxidorreductasa,la cualrequierecomo

cofactorel NADPH (NADP reducido-fosfato denicotinamida-adenindinucícótido-).

Esta enzimaestáasociadaa los microsomasy a las membranasnuclearesde las

célulasprostáticas.

A nivel histológicola biosíntesisdeandrógenosocurreen la mitocondrfay en

el microsomade la célulade Leydig, comosepuedeapreciaren la figura 8.

El sistema enzimático que fracciona la cadena lateral (formado por la

adrenodoxinarreductasa,adrenodoxinay citocromo PASO) se encuentrasolo en la

membranamitocondrialinterna.A partir decolesterolproducepregnenolona,quese

transfiereal microsoma,dondeesatacadapor lasenzimasde la membrana,entrelas

cualesestála enzimafragmentadoradela cadenalateral,queconvienelos esteroides

de 21 carbonos en andrógenos de 19 carbonos: androstenodiona o

debidroepiandrosterona,segúnseusela vía delta5 o delta 4.

Los esteroidestesticularesse puedensecretardesdela célulasde Leydig

mediantetresdiferenteslíquidosextracelulares:sangre,linfa y liquido tubular.La
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sangrees el principal sistemaefluente,conun ritmo deflujo muchomayor queen la

linfa y enel liquidotubular.El mecanismode secreciónmásimportantedeesteroides

enestaglándulaesel dedifusión. Secreequeesasí,debidoala correctacorrelación

entrelas concentracionesde testosteronaintracelulary extracelulary ademásdebido

al hechodequeno existeevidenciarealdealmacenamientodeesteroidesengránulos

subcelulareso vesículas(Illera, 1984).

El hígado se encargade metabolizarla testosterona,transformándolaen

androstenodiona,mediantela oxidación del grupo hidroxo 17B. Posteriormente,la

androstenodionasereduceadosandrostenodionas,queseconviertenenandrosterona,

epiandrosteronay 5B-androsterona,lascualessesecretanpor orinay hecesenforma

soluble.

Además,la testosteronase puedetransformaren androstenodiolesque se

secretan por orina, previamente conjugados. Por el contrario, la

dehidroepiandrosteronaeshidrolizadapor unasulfatasa,transformándoseensulfato

de dehidroepiandrosterona,quesepuedeconvertir en testosterona.
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HomwnogbwsisOváfica

El ovariopuedeconsiderarsecomoun conjuntode trestejidosendocrinos:el

estroma,el folículo y el cuerpolúteo; éstos tejidossecretany sintetizanhormonas

cuyos compuestos poseen una estructura similar llamada ciclopentano-

perhidrofenantreno.

ACSÉ

4,
-> Cdestercl

Preonenolooa

- AflostendÍofla—

— Teutasterais

- EL~
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Figura9
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Las principales hormonas esteroidesproducidas por el

estrógenos,andrógenosy la progesterona(Stanbenfeldtet al,

Ecbternkamp,1972; Schamset aL, 1977).

ovario son: los

1969; Hansel y

Todoslosesteroidessesintetizanapartir delcolesterol,procedente,delacetato

intracelularo de la propiasangre.Lasrutasdesíntesisdelashormonasesteroidesen

el ovario seencuentranrepresentadasen la figura 9.

El principal estrógenobiológicamenteactivo esel 178-estradiol,pudiendo

Acetato

~1

4
Pmgienobiaj Ajidiostendia<u * —

Testoste<tru <-

Progesterona -* Pqestsona

BÚadU 4-

fl

29



AMdJOÉS MI*#*S M M4I~U~

considerarcomo metabolitosde éste, la estronay el estriol (figura 10). Todoslos

estrógenosováricos derivan de los andrógenos:androstenodiona,testosteronay

dihidrotestosterona,siendolascélulasdela granulosay de la tecainternadel folículo

lasresponsablesde la síntesisdeestrógenos(Moor aaL, 1978).El estromano puede

sintetizarestrógenosapartir de andrógenos.

OH O

OH
4—

HO HO HO

178-esúsdid Osfrofil

Figura 10

Latestosterona,comohormonaesteroide,sesintetiza,en las célulasde la teca

internabajo el controlde la LH y FSH, convirtiéndoseen 178-estradiolen las células

de la granulosa,mediantela acciónde la enzimaaromatasa.El 178-estradiolsevierte

en el liquido de los folículos antrales,en desarrollo, y en las venasováricas.Las

concentracionesplasmáticasde1713-estradiol,presentanunpicomuyelevadoantesdel

estroy un segundopico alrededorde los días5 y 6 delciclo, permaneciendoenniveles

basales durante la fase luteinica de éste, para ir aumentandodesde el

desencadenamientodela luteolisis,alcanzandounamesetaaproximadamente26horas

antes del desencadenamientodel estro (Hansel y Convey, 1983; Peters, 1985;

Dielemann al, 1986). La elevaciónde la concentraciónde 178-estradiol,está

relacionadacon el crecimientodel folículo ovulatorio, que se produceen la fase

preovulatoriadel ciclo, en el ovariodominante,(Irelandet aL, 1984; Dielemane: al.,

1983) siendoestela principal fuentedeestrógenos,responsablesdelcomportamiento

estral. La alta concentraciónde 178-estradiol,durantela fase folicular del ciclo,

estimulalos picospreovulatoriosdelasde lasgonadotropinasmedianteun sistemade

retrofuncionalidadpositiva,incrementandola sensibilidadde lasgonadotropinasa la

GnRHy estimulandoal mismo tiempo la liberaciónde esta
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hormona(Kesneret al, 1981). Todavía no se conoceexactamenteel significado

funcionaldelsegundopico de1713-estradiol,el cualseproducealrededordeldía6 del

ciclo, aunque se ha asociadocon una de las oleadasde crecimiento folicular

(Schallenbergerel al., 1984; Ireland,1987).Lasbajasconcentracionesde 1713-estradiol

secretadaspor los folículos en desarrollo, durante la fase luteinica actúan

sinérgicamentecon la progesteronapara ejercer un efecto de retrofuncionalidad

negativa sobre la secreciónde LH. Se ha demostradoque cadapulso de LH,

procedentede la hipófisisanterior,estáíntimamenterelacionadoconunpulsode 1713-

estradiol(Waltersy Schallenberger,1984) estoindicaquela LH estimulala secreción

inmediatade 17B-estradiolen los folículos en desarrollo.

La progesteronaessecretadaen grandescantidadespor el cuerpolúteo. Las

concentracionesplasmáticasde estahormonareflejanel desarrollo,mantenimiento

y regresiónde estecuerpolúteo. Lasconcentracionescomienzana elevarsedesdeel

día4 del ciclo hastaalcanzarun pico entrelos días8 y 16, posteriormentedescienden

hastavaloresbasalesantesdelestroy la ovulación(Garverickel aL, 1971; Wetteman

el al, 1972; Schamseí al 1977).Estahormonaejerceun efectode retrofuncionalidad

negativa,sobre la liberaciónde LH (Rochey Ireland, 1981; Irelandy Roche,1982;

Hansely Convey,1983) reduciendola frecuenciade los pulsosde LH, influyendo en

la determinacióndel pico preovulatoriode 1713-estradiol(Aberyawardeney Pope,

1987).Laprogesteronapresentatambiénunpatrónpulsatil desecreción,coincidiendo

dichospulsoscon los de FSH en la faseluteiica (Waltersel al, 1984).

La funciónde los andrógenosen la endocrinologladel ciclo estralbovino aún

no estámuy clara.Wiseeí al., (1982)señalanquelasconcentracionesdetestosterona,

androstenodiona, dihidroepiandrostenodiona,se incrementan alrededor del

desencadenamientodelestro. Sesabequelos andrógenossonintermediariosdel 1713-

estradiol,asícomola influenciaqueejercensobreel comportamientode las hembras

en el estro(Peters,1985).
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Honnonogéneásde la Glándula flro¡des

Comoglándulade secrecióninternay desdeel punto devista fisiológico, en

la glándula tiroides se sintetizan y secretantres hormonas: tiroxina (T4), tri-

iodotironina (1’3) y tirocalcitonina(Tc), estaúltima selibera de la glándulacuando

seelevanlos nivelesséricosde calcio, siendolas dos primeraslas másimportantesy

objetode nuestroestudiopor su efectosobreel índice metabólicodel organismo.

HonnonogénesistñokIeír la síntesisy liberación de las hormonastiroideas llevan

implícito tres escalonescada uno de ellos moduladospor muchos mecanismos

reguladores(De Navery Vassart,1980).Comosepuedeapreciaren la figura 11.

El primer pasoen la formación de las hormonastiroideas, esla síntesisde

tiroglobulina (Tg), glucoproteinano hormonalde gran tamaño,la cual seelaboraa

nivel de la célula tiroidea,no siendosu conformaciónmoleculardel todo clarapero

si escierto que incluyemuchosresiduostirosinicos,transfiriéndosepor exocitosisal

espaciovesicularquedandoincorporadaal coloide trasunaseriede manipulaciones.

Lasegundaetaparepresentala iodaciónde los residuosdetirosinaenel enlace

peptídico,dentrode la moléculade tiroglobulina intacta,procesoqueseconocecon

el nombrede ~organiflcaci6nde Ja tirogJobulina~.

Paraestasegundaetapaes necesarioel pasoprevio de oxidación, del iodo

extraídodel torrentecirculatorioen formade yoduroa ioda molecular,mediantela

enzimaperoxidasa,localizadaen la membranaapical de las células, estandoya en

disposiciónde reemplazara los gruposhidroxilo de los residuostirosiicos de la

tiroglobulinaparaformar tironinasqueseunena la tiroglobulina.El pasofinal de la

organificacióncomprendeel acoplamientoo condensaciónde dos lodotirosinasque

seencuentranen la unión peptidicade la moléculade tiroglobulina,paraformar las

iodotironinasT4 y 13, segúnseunandos moléculasde diiodotirosina(Dli’) entresí

o unademonoiodotirosina(MIT) conotrade diiodotirosina(Dli’) respectivamente,

quedandola tiroglobulina iodadaenel coloide tiroideo.
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Figura11. Síntesisy liberacióndehormonastiroideas
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La cantidaddeT4, contrariamentea la de 13, dependeencierto gradode las

cantidadesrelativasdeMIT y Dli’ queseencuentren.Cuandohayunagraniodación

de tiroglobulina, aumentala relación de UIT con MIT, y como consecuenciala

producciónde 13 es proporcionalmentemayor. En el hombre,lo mismo que en

muchosanimales,la T4 es la iodotironina predominante.Sin embargodebemos

mencionar, el hecho de que exista una menor proporción de T3 no disminuye

necesariamentesu importancia fisiológica, dado que la actividad biológica es

considerablementemayor quela de T4. Estadiferenciacuantitativaen cuantoa la

efectividadentre13 y T4 resultaútil desdeel puntodevista de la conservacióndel

iodo <Taurog, 1974).

Las hormonastiroideas,asíconstituidas,se almacenandentrode la glándula

como iodotironinas incorporadasen la unión peptidica dentro de la proteína

tiroglobulina,siendoéstala única glándulaendocrinaque almacenasuproductode

secreciónen cantidadapreciable.

La tiroides está inervadapor los sistemassimpático y parasimpático.La

presenciadeestainervaciónsugierelaparticipacióndelsistemanerviosoenel control

de la funcióndel tiroides.La regulaciónde la secrecióntiroidea,portanto,seefectúa

principalmentea travésde la hormonatirotrópica <TSH) de la hipófisis anterior.

Pormediode la accióndeestímulosapropiados(TSHbipofisaria),tendrálugar

la liberaciónde las hormonastiroideasal torrentecirculatorio.Paraestoesnecesario

que el material coloidal sea“ingerido” por la célula tiroideamediantepicuocitosis,

produciéndosepor mediodeunasproteasasliberadaspor los lísosomasdelas células

tiroideasla hidrólisis de la tiroglobulina conel fin de liberar las hormonasT3 y T4

hacialos capilaresquerodeanala célula tiroidea,mientrasquela MIT y la DIT no

van a la sangre, se dejodan iii situ, por acción de un enzima con actividad

deshalogenásica.El iodo y la tirosina, productosde esta acción enzimática,son

probablementereutilizadospor las células foliculares,parasiguientesiodacionesde

tiroglobulinas. De estaforma las hormonastiroideasson liberadashaciala sangre

(Brobeck,1982).
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Cuandopenetranen la sangrese combinan con las siguientes proteínas

plasmáticas:globulina fijadora de tiroxina (TBG), prealbúminafijadora de tiroxina

(TBPA) y albúmina.Cadaunade estasproteínasfijan tanto la tiroxina comola ni-

iodotironina,pero la afinidadpor la tiroxina en cadauno de los casoses 10 veces

mayor queparala tri-iodotironina (Snyderel al., 1976; Robbinsy Ralí, 1979).

Duranteel tránsitoa travésdeun órgano(porejemplo,el hígado)unaporción

de la hormona fijada se disocia y se transformaen hormonadisponible para ser

tomadapor lascélulas (Hillier, 1971; Hillier, 1975;Pangarofl al., 1980).Al penetrar

en las célulastisulares,ambashormonasvuelvena fijarse aproteínasintracelulares.

Existenimportantesdiferenciascuantitativasencuantoala distribucióntisular

de 13 con respectoa T4, quizásdebido a unaunión menosfirme a las proteínas

plasmáticas,de tal maneraque,alrededordeun terciodela cantidadextratiroideade

la T4 esextracelular.El hígadotomamásdel80% de la T4 celulartotaly la mayoría

del restodehormonaestádistribuidaenla piel, músculoy riñón (Oppenheinerel al.,

1967). En contrastela 13 es principalmenteintracelular; sólo cercadel 15% es

extracelular.El hechodequela T4 seaprincipalmenteextracelulary la13 intracelular

esconsecuenciade dos razones:uniónplasmáticamásdébil y anaunión celularmás

fuertede la 13 encomparaciónconla T4 (Cavaleriy Rivers, 1981)

Figura12. Precursoresde las hormonastiroideas.

Figura13. Hormonastiroideas.

Figura14. Metabolitosde las hormonastiroideas.
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MECANISMOSDE ACCION

Glucoconicoides

Los glucocorticoidesproducidospor la cortezasuprarrenaldisminuyenlas

proteínasde casi todos los tejidos por lo que se produciráun aumentoen la

concentraciónplasmáticadeaminoácidos.Puedenactuarinhibiendodirectamenteel

DNA, la síntesisproteicay la replicacióncelular (Loeb, 1976; Gutierrez-Hartmany

Baxter, 1987). Sin embargo,estashormonasaumentanlas proteínashepáticasy

sanguíneas,es decir, que ejercenaquí un efectoopuestoal que tienensobre las

proteínasde los demástejidos.

Laaccióndelosglucocorticoidespareceserdebidaaunmayordesdoblamiento

de las proteínasextrabepáticas,que suponeun aumentoparalelode aminoácidos

circulantes.A su vez, el hígado aprovecharíaeste aumentode aminoácidospara

sintetizarmásproteínashepáticasy plasmáticas.

Aunque los glucocorticoidespodríanactuarinhibiendo la producciónde la

hormonadelcrecimiento(Granner,1979)y, quizás,la produccióndesomatomedinas,

éste no pareceser el único mecanismo,pudiendoexistir otros que expliquenla

disminuciónde la gananciaproteicadel organismo.

Es posiblequelosglucocorticoidespuedanafectara los sustratossuperiores-

comola glucosa-,lo cual,afectaríaal crecimiento,obienpuedeninducir la síntesisde

proteínasinhibidorasporla formacióndecomplejosquebloqueenla síntesisdeRNA.

El efectode los glucocorticoidessobreel metabolismoproteicorepercute,en

forma importante,sobre la cetogénesisy la gluconeogénesishepáticas,así como

tambiénpuedeinhibirse la proliferacióndelhepatocito(Loeb, 1976). Cuandofaltan

estashormonas,los aminoácidoscirculantesdisminuyentanto,quela cetogénesisy la

gluconeogénesisa partir de las proteínascesancasi por completo, no pudiéndose

producir el catabolismoproteico.
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Testosterona

La hormonasexualmasculinaejerceun papelreguladorimportantesobre el

metabolismoproteico,actuandodiréctamentesobre el músculo esquelético(Powers

y Florini, 1975),siendoésteun papelfundamentalde la hormona(Baulieu, 1975).

Sehanidentificadolos receptoresde la testosteronaenel músculoesquelético

(Michel y Baulieu,1976;Krieg, 1976)existiendounaaltaconcentracióndeellosenlos

músculosquesonmássensiblesa los andrógenos(Dubea al., 1976).

La testosteronaesthnulala síntesisde RNA en el músculo esqueléticopor

mediodeun efectoen la cromatinanuclear(Breuera aL, 1966).También,provoca

un crecimientodel músculoy de otros tejidospor la deposiciónde proteína.No se

conocetodavía,con exactitud,el mecanismode producciónde dicho depósitopero

difiere al de la hormonade crecimiento.

La acciónde la testosteronasobrela síntesisproteicaenun tejido eslimitada.

La depósicionproteicaen el tejido sólo es efectivamientrashaya concentraciones

circulanteselevadasde esta hormona,desapareciendosus efectosal cabo de un

determinadotiempo,pasadoel cual aunqueseprodujeranaltasdosisdetestosterona,

éstaya no tendríaefectosobrela síntesisproteicaen los tejidos.No ocurrelo mismo

con la hormonadel crecimiento,ya que ésta tiene un efectocontinuo (mientras

existannivelesplasmáticosadecuadosseproducirásíntesisproteica).

Los andrógenos-testosterona-puedeninterferir la unióndelosglucocorticoides

asusreceptoresenel citosolmuscular(Mayer y Rosen,1977).Es por ello queestos

investigadoresafirmanque los glucocorticoidesejercenunarespuestacatabólicaen

el músculo, asociadoa una disminución de la síntesisde DNA, RNA y proteínas,

opuestoal efectodela testosteronasobreel metabolismoproteicodelmúsculo,lo que

presentaunaalternativadel mecanismode acciónde la testosterona,comovía que

reducelos efectoscatabólicosdelos glucocorticoides,por el desplazamientodeéstos

desusreceptores.Estosefectos,también,seapreciancuandoutilizamosel esteroide
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sintético:acetatode trenbolona(Buttery, el aL, 1978).

La testosteronase transportaen el plasma sanguíneounida a proteínas

mediantefijación débil y reversible.La albúminaséricase une a la testosterona,

mientrasquela globulina,portadoradeglucocorticoesteroides,seuneal sulfato 17$-

testosteronay al glucorónido-170-testosterona.La androstenodionacirculantepuede

quedaren estadolibre o unirseparcialmentea la albúminao la globulina.

Los estrógenosnaturalescomo el 178-estradioly los sintéticos como el

dietilestilbestrol,sonbienconocidosporsuspropiedadesanabolizantes,bienutilizados

soloso combinándolosconandrógenos.

Los estrógenos,que son la principal hormona femenina actúan también

aumentandoel depósitodeproteínas(Chany O’Malley, 1978),peroenmenormedida

que la testosterona.Los esteroidessexualespareceninfluir sobre los mismos

biomecanismosen susórganosefectores,lo que sugierela posibilidadde similares

mecanismosde acción.

El papelde los estrógenostiene importanciaespecialen rumiantesenvirtud

de su intensoefectoanabólicoproteínico,fácil de comprobarcuandoseadministran

pequeñascantidadesde un estrógenono esteroideosintético,dietilestilbestrol,para

el engordede bovinos destinadosa la producciónde carne(Clegg el aL, 1954). La

implantación subcutáneade esta hormona produce también efecto anabólico

manifiesto(Klostermane aL, 1955).Durantemásde 20 añosseha utilizado dicho

efectopara aumentarla capacidadde utilización de los nutrientespor parte del

ganadorecluidoencamposparaengorde.Desconocemostodavíael mecanismoexacto

de semejanteestimulación,aunquesi sabemosqueaumentala anaboliaproteínicay

la retenciónde aguapor el organismo.Este efectoaparecesolamentecuandoel

ingresode nutrientesdigeriblestotalessehallacercadel máximo aconsejable(Perry

el aL, 1955).
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Es posiblequelos estrógenostenganunaacciónespecíficasobreel músculo,

existiendoreceptoresde los mismosen las célulasmusculares.Así, ciertosautores

(Dube eí aL,1976; Dionne eí al., 1979) postulan la existencia de receptores

estrogénicosy androgénicosen lacélulamuscular,mientrasqueotros autores(Michel

y Baulieu, 1980) hanencontradoreceptoresde estradioly de androgenosperocon

muy baja afinidad, por cualquiera de ellos, pudiéndoseunir al receptor tanto

estrogénicocomoandrogénico,indistintamente.Curiosamente,aunqueel estradiolse

puedeunir a los receptoresandrogénicos,el dietilestilbestrol,no parecetener la

misma afinidad por esos receptores,por lo que es posible la existenciade un

mecanismode accióndiferenteentrelos estrógenosnaturalesy los sintéticos.Esto

puedeserla explicacióndepor quélos animalestratadosiii vivo conasociacionesde

estrógenosy andrógenosdanunmejor resultadodelquecabríaesperaraisladamente.

Los estrógenosinhibenel crecimientode los huesosy favorecenla osificación

de las líneasepifisarias.Porestarazón,en las hembrascesael crecimientodespués

de la pubertad,mientrasqueen los machos,conunapubertadmástardía,continuán

los huesoscreciendoantesde que los andrógenosdetenganel crecimientode su

esqueleto.

Frogan

Es utilizadaenproducciónanimalpor suspropiedadesanabólicas,aunqueel

mecanismode acciónespeor conocidoque el de los otros dos tipos de hormonas

anabólicas.La progesteronatiene un mecanismodeacciónindirectoatravésde los

receptoresandrogénicos,habiéndosedemostradoexperimentalmentesu competición

por los lugaresde unióna estosreceptores.Esto sepuso en evidenciaal utilizar la

nortestosterona,comocomponentede los progestágenossintéticos,y ver queéstase

unía a los receptoresandrogénicos(Krieg, 1976; Michel y Baulieu, 1980).

Hormonas rroideas

Estashormonasactúananivel celularprovocandounaumentodelmetabolismo
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basal,por lo que afectade modoindirecto al metabolismoproteico.

Si los carbohidratosy las grasasno cubren las necesidadesenergéticas,la

tiroxina provocaun rápido desdoblamientode las proteinas,que seutilizará para

producir la energíaquefalta paracubrir lasnecesidadesdel animal.

Por otro lado, si existe un aumentode grasas,glúcidos y carbohidratos,

aumentaránlos aminoácidoscirculantes,la tiroxina actuaráaumentandola síntesis

proteica,paradisminuirlasconcentracionesaltasdeaminoácidos.Por el contrario,la

falta de tiroxina inhibe el crecimientoen los animalesjóvenes,porquesuprimela

síntesisde proteínas.

En resumen,se cree que la tiroxina no influye de maneradirecta sobre el

metabolismoproteínico,pero tiene un importanteefectogeneralpara acelerarlos

efectosanabólicosy catabólicosproteicasnormales.
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ANALBOLIZANTES

Seha definidoa los “anabolizantes”,enel sentidoamplio de la palabra,como

toda substancia,o composición, capaz de favorecer los procesos de síntesis

(anabolismo),a expensasde disminuirlos procesosde destrucción(catabolismo),de

los diferentescomponentesde los organismosanimales.

Dentrodelos anabolizantes,los quemásespecíficamentenosinteresAnsonlos

anabolizantesprotídicos,que hansidodefinidospor la FAO y la OMS (Roma,1979)

como: “toda substanciaocomposicióncapazdemejorarla balanzanitrogenadade los

animalespor un aumentodel anabolismoprotidico”.

Los anabolizantes,al servir de “manipuladores”de la síntesisproteicaen los

animalesdeabasto,puedenconsiderarsecomocapacesdeaumentarla producciónde

carne.

Las principalessubstanciasdotadasdepropiedadesanabolizantessepueden

clasificar de la siguientemanera:

ESTROGENOS

• EsteroidesNaturales . Estradiol y sus Sales

. Estrógenos vegetales . Zeranol

Estrógenosde síntesis DES,Hexestrol,Dienestrol

PROGESTAGENOS . Esteroides Naturales . Progesterona

ANDROGENOS . Esteroides Naturales . Testosterona

• EsteroidesXenobióticos Acetato deTrenbolona

Se consideran sustancias anabolizantes los estrógenos, progestágenos

(hidroxiprogesterona, medroxiprogesterona)y los andrógenos, como los más
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principales. El poder anabolizantees particularmenteelevado en el caso de

asociacionesde estassustancias.Los anabolizantesempleadospuedensernaturales

(17B-estradiol,testosteronayprogesterona)o sintéticos,entrelos cualesseencuentran

los tancomentadosestilbenos,cuyorepresentantemásconocidoesel dietilestilbestrol

(DES). Otros anabolizantessintéticos frecuentementeutilizados son el acetatode

trenbolonay el zeranol.Los anabolizantesandrogénicosestánrelacionadoscon la

testosterona,siendounade las sustanciasmásutilizadas,comoanabolizantesintético

el acetatode trenbolona,cuyasemejanzacon la hormonasepuedeapreciaren la

figura 15. Las sustanciasestrogénicasutilizadas como anabolizantesno son todas

esteroides:lasmásutilizadassonel zeranol,el hexoestroly el dietilestilbestrol(DES),

todos productossintéticos,con unaconfiguraciónmuy similar al esteroidenatural

(178-estradiol).
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Comoconsecuenciadequela mayoríade losanabolizantesposeenpropiedades

fisiológicassimilaresa lasde los esteroidessexualesnaturales,consuuso,sepueden

conseguirlos siguientesefectos:

* Aumentodel ritmo de crecimiento.

* Aumentode la masamuscular.

* Mejora de los Indicesde conversión.

* Cambiosen la distribuciónde la grasacorporal.

* Mejora del apetito.

* Aumentode la capacidadmuscularparael trabajo.

Sin embargo,no todos estosefectosocurrenal mismo tiempo y su respuesta

dependede varios factorescomo: especie,sexo, raza,edad,aptitud etc. Así mismo

tambiénhabráquetenerencuentael tipo de sustanciaqueseutilice, la dosisquese

administrey la víaque seemplee.

En el Cuadro1, seindican los órganosproductoresde

testosterona, 17J3-estradiol y progesterona, como hemos

representativasde todo el arsenalendocrinoy que sirven

productosqueseutilizan comoanabolizantes.

hormonasesteroides:

indicado, las más

de modelo para los

44



CUADRO 1

OROANOSPRODUCTORESDE HORMONAS ESTEROIDESSEXUALES

TESTOSTERONA—z
OrganoPrincipal

de Síntesis ¡ Testículo Ovario

Ovario

Placenta

OrganoSecundario

de Síntesis

¡ Ovario, adrenales

¡ y placenta

Testiculo,placenta

y adrenales

Testiculo,placenta

y adrenales

OtrasFuentes Transformaciones metabólicas periféricas

1713-ESTRADIOL PROGESTERONA

Laactividadanabolizante,deun grannúmerodehormonasy susderivados,ha

sido reconocida desdehace muchos años al incrementar la síntesis proteica,

particularmentedel músculo esquelético,por lo que seproduceun incrementode

pesoenel animal.

Lashormonasmasculinasy susderivadoshanmostradoeste tipo deactividad

demaneraefectivay asíenmuchosmamíferos,de la mismaespecie,la musculatura

delos machosestámásdesarrolladaquela de lashembras.Seha demostradoquela

relación existente entre el desarrollo de la musculatura esquelética es

androgénicamentedependiente(Papanicolaueta!.,1983).Lacastraciónde losmachos

traecomoconsecuenciaunaregresiónde la musculatura,tal regresiónpuedehacerse

reversiblepor la administraciónexógenade andrógenos(Kochakian,1956).

Dentro de los anabolizantessintéticosquehemosvisto anteriormente,unode

los másutilizadosen la producciónanimalesel acetatode trenbolonadebido a los

O

O
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óptimosresultadosobtenidosen el índicedeconversiónde los alimentosyaqueéste

aumentala síntesisproteica.

El acetatode trenbolona(17B-acetoxy-estra-4,9,11-trien-3-one;TBA), esun

potenteanabolizanteesteroideode síntesis.

Ltn~Luxa (Figura 16)
Acetato de Trenbojona <TEA)

o
1

o — c — os

o

FórmulamolecularC~H~O3

El acetatodeTrenbolona(anabolizanteandrogénico>sehareveladocomouno

de los máspotentespromotoresdel crecimientoanimal que existen: en rumiantes

(Heitzmany Chan,1974),encerdos(Grandadamel aL, 1975)y enpavos(Ranaweera,

1977).

El acetatodeTrenbolonaperteneceaunanuevafamilia de esteroidesquese

puedecalificar de segundageneración:los trienos;caracterizadospor la presenciade

tres doblesenlacesen los tresciclos hexagonalesdel núcleo esterol.

Los esteroidestriénicossólopuedenobtenersepor el métododesíntesistotal

descubiertoy puestoapuntoenlos LaboratoriosdeInvestigacióndelGrupo Roussel

Uclaf (Francia).

La degradaciónde estamoléculaen los bovinos esbién conocida(Pottier el

al., 1975>.Los datosprincipalesqueserefierena ella, estánresumidosen la siguiente

figura 17.
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Figura 17
La vía de administración,generalmente,es la subcutánea,en forma de

implantede acetatodetrenbolona,trassu absorción,es rápidamentehidrolizadapor

esterasasatrenholonabase(178-hydroxy-estra-4,9,11-trien-3-ona;TBOH), parasufrir

un procesode oxidaciónconviniéndoseentriendiona(estra-4,9,11-triene-3,17-diona;

TBO); en rumiantes,éstatriendiona,esreducidaa 17a-triendionao epi-trenbolona

(17a hidroxy-estra-4,9,11-trien3-ona;epi-TBOH).

La trenbolonaesel metabolitopredominanteenel músculoy enel plasmade

rumiantes,mientrasque la 17-epi-trenbolona,es el metabolitopredominanteen

hígado,riñon, orinay heces(Jouqueyel aL, 1983).

o
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Las dos metabolitosmayores,trenbolonay epi-trenbolona(17J3-trenbolonay

su isómero, 17a-trenbolona,el cual sólo poseeel 20% de la actividad de la 1713-

trenbolona) que subsistenen forma libre y, por lo tanto, biodisponiblesson

hidrolizadosen la posición 16, siendoexcretadoso eliminadosen forma de sulfatos

y glucurónidos,por mediode la bilis.

Neumann(1975) ha determinado,en ratas las actividades o relaciones

andrógenasy anabolizantes,de las principalesmoléculasandrogénicas(testosterona

propionato, nandrolona [19 nortestosterona], acetato de metenolona,

metandrostenolona,acetato de trenbolona) comprobéndose,que el acetato de

trenbolonaes:

* 10 veces más anabolizante que la testosterona

(propionato).

* 3 veces más anabolizante que androgénico en las

condicionesdel experimento.

Otrosensayoshandemostradoqueestadiferenciapuedeser inclusosuperior

y queel acetatodetrenbolonapodríarevelarsecomo 5 vecesmásanabolizanteque

androgénico.

En efecto,algunosautoresdemostraron,enratastratadaspor víasubcutánea,

basándoseen los resultadosdeun testdeHershbergermodificado,queel acetatode

trenbolonaes:

* Tan androgénico como la testosterona,pero 5 veces más

anabolizante.

* 5 veces más androgénico y anabolizante que la 19

nortestosterona.
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Estosresultadossonligeramentediferentesa los deNeunian(1975), lo quese

debeapequeñasvariacionesde la técnicaexperimentalempleada.

La utilización del acetatode trenbolonaha dadoresultadosespectaculares,

comoen el casode los resultadosdescritospor Best (1972) enternerasdecebo,con

incrementode la gananciade pesodel ordende un 33%.

Suempleocomoproductoúnico enformade implantesubcutáneoaunadosis

de 300mg/animal,ha dadobuenosresultadostanto enterneras(Chany Heitzman,

1975),comoenvacasde desecho(Berangery Malterre, 1968),si bien su asociación

conestradiol,adosisde 140 mg deacetatodetrenbolonamás20 mg deestradiol,dio

excelentesresultados,tanto en hembrascomoen machos(Tiews el al., 1972; Gropp

el al., 1975).

Por lo tanto, el acetatode trenbolonapotencia notablementela actividad

anabolizante de los estrógenos, especialmente del estradiol, empleándose

principalmenteen las hembras.Por su carácterandrogónicosueleutilizarsetambién

en machos,sólo o asociadoa compuestosestrogénicos.

Distinguiéndoseel mecanismodeacciónde la trenbolonadelde la mayoríade

los anabolizantes,en el sentidoque no pareceestimular la síntesisde proteína

muscular,sino disminuir el catabolismoproteico,conel consiguienteaumentode la

retenciónproteicatisularymejoradelos Indicesde conversión(Boufaulty Willemart,

1983).
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SEGURIDAD PARA EL CONSUMIDOR

La utilización de anabolizantesen el ganadode abastoha sido motivo de

polémicasconstantesy objeto de legislacionesrestrictivas.Algunos investigadores

(lleraet aL, 1987;llera e aL, 1991),hanafirmadoenreiteradasocasiones,queesas

prohibiciones respondenmis a razonespolíticas que científicas, ya que se ha

demostradoque las concentracionesendógenasde las hormonas que poseen

característicasanabolizantesson, en ocasiones,mucho más altasque cuandoesos

anabolizantesseadministranexogenainente,comosepuedeobservaren el siguiente

cuadro,querepresentalos residuosde diversosanabolizantes(expresadosenp.p.b.)

y tasasfisiológicasde hormonasen diversostejidos.

El cuadro,muestraquelos residuosson, como máximo, del ordende p.p.b.,

siendoestosnivelesnotablementebajos,yaque,un p.p.b.representaungramopormil

toneladas

Porotro lado, estáperféctamenteestablecido,siempreconlas reservaslógicas

de los ensayositt vivo,quelos esteroidesendógenos,seacualseasuorigen,disponen

deunasrutasmetabólicasporlasquesedegradanrápidamente;de tal formaquecasi

sepuedeafirmar, contodo rigor, quelascantidadesde hormonasquecomoresiduos

puedenllevar lascarnesde los animalestratadosconalgunosanabolizantes,comoel

benzoatode estradiol,no afectana la producciónde hormonasenel consumidor,ya

que se degradanrápidamenteen el hígado. El consumidorproducediariamente

cantidadessuperioresendeterminadasocasiones,secorreel mismoriesgocuandose

ingiere carne o leche de un animal no tratado.

Si transcurreun tiempoprudencial,entrela última dosisdeanabolizantey el

sacrificio del animal, lo más probable es que la cantidad de residuo sea casi

indeterminable.Estudiosrealizadospor Hoffman, (1983),con sustanciasradiactivas

hanevidenciadoquelas concentracionesde anabolizanteserandel ordendepartes

por trillón (ppt).
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ANABOUZANTE ANIMAL
TEJIDO

——— —
M6scv¡o Hígado RAOU

— n —

0,53 0,75 2,80 11,00

REFERENCIA

Novillo Hoffmann

TESTOSTERONA Ternera 0,09 019 060 025 y

Ternero 0,02 004 026 069 Rattenberger

Ternero
Tratado

0,07 005 069

===

034

=
360,00

1977

Vaca
gestante

PROGESTERONA Ternera 16,70 Hoffmann,

Ternero 0,25 0,27 0,46 5,80 1978

Ternero

Tratad&

0,52 0,33 0,62 12,50

Vaca
gestante

0,37
a0,68

ESTRADIOL Ternero <0,10 <0 10 <0,10 <0,10 Hoffmann,

Ternero
Tratado

<0,10 <0 10 <0,10 < 0,10 1978

Buey 020 0,30

Ternera 0,10 040 0,40

ACflATO DE Buey
Tratado’~

0,05 0,23 0,05 0,08 Hoffmann y

— ~I —TRENROLONA Ternero 0,13 0,52 0,24Tratado 0 0,39 Oettel,1976
* Estradiol20 mg +

* * Estradiol20 mg +
Testosterona200mg
Progesterona200 mg

* * * Estradiol20 mg + Acetato deTrenbolona140 mg
* * * * Estradiol40 mg + Acetato de Trenbolona200mg
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Laspruebasdetoxicologíaespecialincluyen,enparticular,unaseriede ensayos

sobreel animal, conduracióndevida real (dos añosy más)quepuedenprecisarla

naturalezade los peligroseventuales.

Laspruebasdetoxicidaddesubstituciónpermitenevaluarel impactosobreel

animal que, durantesu vida, ingiera carne de animales tratados (por lo tanto,

conteniendoel conjunto de los residuosy metabolitosconocidosy eventualmente,

desconocidos),concoeficientesdeseguridadsuperioresa 100.

Es precisoseñalarqueunacantidadapreciabledealimentoscorrientesposeen

normalmentehormonassexualesen cantidadesa vecesno despreciables,como lo

muestrael cuadrosiguiente,enel queserepresentanlastasasdehormonassexuales

en algunosalimentoscorrientes(p.p.b)

ESTROGENOS

Lechede Vaca

Lechede VacaGestante

Germende Trigo

Aceite deSoja

0,08

0,13

4,00

2.000,00

PROGESTERONA

LecheEntera

Crema,Nata

Mantequilla

0,001

0,07

0,13

Comparaciónde cantidadde honnonassexualesen la carnede animalestratados,

con las produccioneshumanasdiarias.

Si se comparanlos residuoshormonalescontenidosen un filete de 157 g

procedentedeun animal tratado,con la produccióndiaria de las mismashormonas

enel hombre,la producciónhumanaresultasertantasvecesmayorcomoseindicaen

el cuadrosegúnReid 1980.

52



4aMI 4W5 la ¡.1.; II ¡

HORMONA ESTADIO VECESMAYOR

ESTRADIOL

MuchachoImpúber

MuchachaImpúber

Mujer enFaseFolicular

Mujer Menopáusica

HombreAdulto

101.000

157.000

554.000

134.000

397.000

PROGESTERONA

MuchachoImpúber

MuchachaImpuber

Mujer enFaseFolicular

Mujer Menopáusica

HombreAdulto

77.000

128.000

215.000

169.000

210.000

TESTOSTERONA

MuchachoImpúber

MuchachaImpúber

Mujer conCiclo

Mujer Menopáusica

HombreAdulto

41.000

20.000

250.000

88.000

4.000.000

Con la lecturadeestecuadro,sepuedeobservarqueel aportedehormonas

debidoal tratamientoporanabolizantes,representaunapartetotalmentedespreciable

de lasproduccionesdiariashumanasindependientementede la edady delsexode los

consumidoresy no puede,por lo tanto,perturbarlos equilibriosnaturales.

Porotraparte,setendráencuentaqueal ser esteroidesel TBA, el estradiol,

la progesteronay la testosterona,sonademásinactivadosal pasaratravésdela pared

intestinaly el hígado.
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Acetatodetrenbolona:margende seguridad

Dosissin efectohormonal,pan los anabolizantesxenobióticos.

Despuésdeprofundasdiscusionesentrelos especialistasdenumerosospaíses,

seha llegado aun acuerdosobre el siguientepunto: los únicosefectossecundarios

eventualesde estasmoléculasestánligadosa su actividaddetipo hormonal,siendo

de tipo androgénicoparael acetatode trenbolona.

Por ello, es suficientedeterminarprimero la dosis sin efecto hormonaly

compararla,acontinuación,conlas dosisderesiduosquesubsisteneventuálmenteen

los productosalimenticios,paraestablecerel margende seguridad.

El conjunto de datos contenidosen los estudiosha llevado a los expertos

nacionalese internacionales,especialmentea lo largo del 25, 26 y 27~ J.C.F.A.

(Comité conjuntoFAO/OMS de expertosfarmacólogosy toxicólogos> aemitir una

opiniónfavorablesobreel empleocomoanabolizantesdecinco moléculasvisadaspor

la Directivade la C.E.E.del31-7-81 (estradiol,progesterona,testosterona,zeranoly

acetatode trenholona).
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METODOS INMUNOLOGICOS DE DETERMINACION DE HORMONAS

El desarrollode las técnicasinmunológicascompetitivasde determinación

hormonalen los años60causóunarevolucióndentrodelmundode la endocrinologia

veterinaria,y hapermitidoa los distintosgruposde investigadoresla comprensiónde

numerososprocesosfisiológicos,patológicose inclusofarmacológicos(Blakey Gould,

1984).

Debido a sus idóneascaracterísticaspara la determinaciónde hormonas

esteroidesy de los buenosresultadosobtenidos,cadavez son másutilizadasa nivel

mundial, incrementándoseanualmentea razónde 500 a 1.000 millonesde análisis,

segúnBlake y Gould (1984>.

Algunas de las característicasquepresentanaestastécnicascomo áltamente

competitivas,parala determinaciónde las hormonasesteroides,son:

- La altasensibilidadqueposeen,hastafentomoles(10.18), lo cualpermite

determinarlasconcentracionesplasmáticasdelashormonasesteroides.

- Elevadaespecificidadquepermite la diferenciaciónente los distintos

tiposde esteroides,fundamentalenestoscompuestospuesposeenuna

estructuraqufmica muy similar.

- Disponendeunagranrepetibilidad,minimizandolos erroresdebidosal

azar.

- Posibilidad de determinaciónen cualquier fluido biológico: plasma,

leche,orina,saliva, líquido folicular (Silván, 1991).

- No requierende personalaltamentecualificado ni de una compleja

infraestructura,luegosonrelativamenteeconómicosderealizar(Silvan,

1991).
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Todas estas técnicasinmunológicasestán basadasen la formación de un

complejoAntígeno-Anticuerpo(Ag-Ac), (Yalowy Berson,1959,1960; Abraham,1969,

1975) comportándosecomoantígenolas hormonas,añadiendounaparteunidaauna

sustanciamarcadoray la otra, bien como muestraproblemao bien en cantidad

conocida, y como anticuerpo,una cantidadfija de anticuerpoespecífico.De esta

forma, la hormonalibre y la hormonamarcadacompitenporunirsea los lugaresde

unión delanticuerpo.Trasun períodode incubaciónseseparanlasfraccioneslibres

y unidaal anticuerpo,midiéndola cantidadde hormonamarcadaenunade estasdos

fracciones,y setendráen cuentaquela cantidadde hormonamarcadaligadaa los

lugaresde unión del anticuerposeráinvérsamenteproporcionala la concentración

de hormonaproblema.

Lasestructurasquímicasde los esteroidessonmuysimilaresentresi (tansolo

diferenciadasengruposfuncionales,generalmenteen los carbonos3 y 17). Debido a

esta característicase puedenutilizar diferentesmétodosy variantespara poder

identificarlos,pudiéndoseclasificar estos en dos grandesgrupos, atendiendoa la

utilizacióno no de isótoposradioactivos.

Los sistemasqueutilizan isótoposradioactivostienenla ventajadeque estos

producenunaseñalmuy claray fácilmentedetectablepero,por otro lado, unagran

númerode investigadorespusieronenevidenciaunaseriedeinconvenientes(Schuurs

y Van Weemen,1980; Riad-Fahmyet al., 1981; Blake y Gould 1984; Tijssen,1985;

Munro y L.asley; 1988).

- La radiación puede producir daños, incluso la destrucciónde las

moléculasde las hormonasmarcadas.

- Requierenun equipocostosoy alta cualificacióndel personalque lo

utiliza.

- El manejodematerialradioactivopresentariesgosy puedesuponerun

peligro potencialparala saludy el medioambiente.
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- Sepuedenpresentargrandesvariacionesentrelos lotesde hormonas

marcadas radiactivamenteya que la vida media de los isótopos

radioactivosesrelativamentecorta

- La separaciónde las fraccionesunida/libre escomplicada,en el caso

del RIA, lo que dificulta la automatizaciónde estatécnica.

A pesardeestosinconvenienteshansido muy empleadas,pudiéndoseincluir

en estegrupo las siguientestécnicas:

* Radlolninunoanálisls(RIA): hasido muy empleada.Yalow y Bersonla

utilizaron por primera vez en 1958 para determinarla insulina en

sangre.Consisteen un análisiscompetitivo con hormonamarcadaen

faselíquida.

* Técnicasinmunorradioinétricas(IRMA): Milesy Hales(1968)emplean

un anticuerpomarcado con un isótopo radiactivo en fase sólida,

pudiéndoser determinadoel antígenoo el anticuerpo.

* Análisis Sandwich o de “dos sitios”: En este tipo la fase sólida se

adhierea un anticuerpo,al cual seune el antígeno,detectándosela

uniónmedianteun anticuerpoespecificomarcado,queenotravariedad

deestatécnicaesunaantiglobulinamarcada.

En los últimos tiempossehaproducidounagrandesarrollode las técnicasno

isotópicas,denominadasEnzimoinmunoanálisis(EIA) que reúnelas ventajasde las

anterioresperosinpresentarsusinconvenientes.Sustituyenlos isótoposradiactivospor

otras sustanciasmarcadoras,presentandounaalta sensibilidady especificidad,son

rápidasy sencillasde llevar a cabo,por lo quepermitesu utilización enpruebasde

campo,ademáslos reactivosson económicosy con una vida medialarga no siendo

peligrososparala salud.Permiteel uso de anticuerposmonoclonales.Su evaluación

esobjetivay son fácilmentereproducibles.
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El Enzimoinmunoanálisis(ETA) paradeterminaciónde esteroidesempezóa

utilizarsehacedosdécadas,concretamenteparala determinacióndeestrógenos(Van

Weemeny Schuurs1971, 1972).Engvall y Perlmann(1971, 1972) desarrollaronuna

variantedeestatécnicaala quedenominaronELISA (Enzymelinked inmunosorbent

assayo análisis enzimático unido a un imnunoadsorbente)donde el antígenoo

anticuerpoestáabsorbidoa la fasesólida. La emplearonpor primeravez para la

determinaciónde inmunoglobulinas,en conejo.

Los marcadoresno isotópicos más empleadospara la determinaciónde

hormonas esteroides son los enzimáticos, aunque también se emplean los

quimioluniiniscentesy fluorescentes(Maggio,et al, 1980; De Boeveret al, 1983, 1984,

1986;Tsuji, 1987; Munroy Lasley, 1988).Comomarcadorestambiénsehanutilizado

bacteriófagos(Andrieu et al., 1975), coenzimas(Kohenet al., 1978) y ultimamente,

se empleancadavez máslos radicaleslibres estables(Munro y Lasley, 1988).

El ETA es utilizado en gran número de campos:Microbiología, Virología y

Farmacología(Maggio, 1980; Schuursy Van Weemen,1980). Debidoa estaamplia

gama deposibilidadesexistenvariasclasificacionesaunquetodasmuy similares.

Una primera clasificación los divide en heterogéneosy homogéneos(Van

Weemeny Schuurs,1976, 1979; Engvall, 1980; y Oellerich, 1983):

A) Heterógeneos,basándoseen los mismosprincipios queel RIA, ya quetras

la formación del complejo antígeno-anticuerpoes necesariola separaciónde las

fraccionesunida-librey determinaral menosla actividadde unade ellas, existiendo

trestiposdeseparaciónde las fraccioneslibrey unidaal anticuerpo:el DAo dedoble

anticuerpo,enel queseutilizan el anticuerpoespecíficoy posteriormenteunaIgG,

antiespecie,dedondeseprodujoel primeranticuerpo,el DASPodedobleanticuerpo

enfasesólida,enel queel segundoanticuerpoestáunidoaunafasesólida, y ELISA

métodode separaciónenfasesólida,que esel másutilizado actualmenteen el que

medianteel volcadode las fasesde la reaccióny sucesivoslavadosseelimina la fase

libre.
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B) Homogéneos(EMIT: Enzyme-multipliedinmunoassaytechnique,Rubestein

et aL, 1972), en los que no es necesariala separación.La actividad de la enzima

marcadoradependede la concentraciónexistentede haptenolibre, quecompitecon

el conjugado por unirse al anticuerpo específico (Oellerich, 1983). Se pueden

establecerdos tipos:

- La actividadde la enzimamarcadoradisminuye si seunea unhapteno

marcadoal anticuerpoespecifico,por reducir éste la afinidad del

sustratopor el lugar activo de la enzima.

- La actividad de la enzima marcadoraes inhibida si se conjuga un

hapteno,siendoreactivadaal unirseal anticuerpoespecífico.

En principio, los ETA homogéneosservirían para la determinaciónde

sustanciascon bajo pesomolecular(como los esteroides)pero en la prácticaéstos

presentanel inconvenientedela posibilidaddecontaminaciónquealterela actividad

enzimática,ademássu escasasensibilidad(mg/ml o ug/ml) les haceser inferioresa

los ETA heterogéneos(Dhar a al., 1988).Porotra parte,los ampliosconocimientos

de enzimologlanecesariosparasu interpretaciónles hacepoco competitivosanteel

ETA heterogéneosactualmentemásempleados.

Clark y Engvall (1980) clasificaron las técnicasde ELISA en dos grandes

grupos:

- Competitivas:dondeen unossemarcael antígenoconla enzimay en

otros es el anticuerpoel que se conjugaa esta.Este tipo es el más

utilizadoparala determinaciónde hormonasesteroides.

- No competitivas:queasuvezsepuedendividir en trestipos;de unsólo

sitio, sandwich o de dos sitios, e indirectopara la cuantificaciónde

anticuerpos.En estecaso,comosu nombreindica,no haycompetición

y la hormonamarcaday sin marcarseunenen distintospuntos.

59



Tijssen(1985) tambiénclasifica los EIA en dos tipos:

- ELA de amplificaciónde la actividad (AA): se buscala máximaseñal

posibledel compuestoanalizadomedianteun granexcesode reactivos.

- FIA de modulación de la actividad (MA): Se utilizan una menor

cantidad de inmunorreactivospor lo que la señal producida es

resultadode la competiciónde las moléculasproblemay las marcadas

por unacantidadlimitadadeanticuerpo.

Ambospuedenser homólogoso heterólogosy competitivoso no competitivos,

siendo los EIA heterogéneoscompetitivos de MA los más utilizados para la

determinaciónde hormonasesteroides.

Hay quedestacarla importanciadeunaseriede conceptosparael desarrollo

del EIA comosonel de homología y heterología(Van Weemeny Schuurs,1975).Un

métodoeshomólogocuandoseutiliza el mismo esteroide,tanto parala producción

del anticuerpoespecifico, como para la conjugación a la enzima, siendo por el

contrarioheterólogocuandolosderivadosutilizadosparainmunógenoy conjugadoson

distintos.El anticuerpoespecíficoreconocetanto a la hormonaesteroideparala cual

ha sido producidocomoal derivadoempleadoparael conjugado,pero tiene mayor

afinidadpor esteúltimo, con lo cuál hay unagran especificidad,pero disminuye la

sensibilidad;sin embargo,mediantela heterologíadisminuyela afinidaddel anticuerpo

por el conjugadoy permitela competiciónde la hormonasin marcar,aumentandopor

tanto la sensibilidad.

SegúnVan Weemeny Schuurs(1975,1976)proponentrestiposde heterología,

siendolos dos últimos los másutilizados:

- De hapteno:sepuedenutilizar dos haptenosdistintos.
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De posición: un mismo derivadohapténicopero situadoen carbonos

distintos.

De enlace:seusanderivadoscon gruposdistintos.
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MATERIAL Y METODOS



A) ANIMALES

Para la realizaciónde nuestroestudio se utilizan un total de 30 animalesde

ganadovacunode aptitudcárnica,estirpeLimousinex Charoles,de distintos sexos,con

unaedadde 6-8 mesesy pesosconunasmedias384,20- 367,80 kg de machoscontrol

y tratadosrespectivamentey de 340,40- 342,70kg de las hembrascontrol y tratadas,

alojados en la finca ‘DEHESA DEL MORO SA.” (Toledo), encontrándoseen

condicionescontroladas,tanto de alimentacióncomosanitarias.

Con el fin de obtener resultadosreproducibles,es necesarioadoptar una

metodologíaestrictaquepermitasacardatosfiableshechossobrelos lotesde animales,

ya que el empleo de anabolizantesen los bovinos es una forma de aumentarsus

resultadoszootécnicos,pero paraqueéstosseanóptimos seha de contar tambiéncon

unabuenasanidady buenascondicionesambientales.En relacióna dichascondiciones

nosotrosrealizamos.

Fasepre-experimental:

- A la llegadade los animales:

Confort del alojamiento.

* Estricto cumplimiento en cuanto a normas de densidad,

disponibilidadde comederos,bebederos,aireación.

* Pesadoy marcajeindividual.

* Medidashigiénicas,tratamientoantiparasitarioexternoe interno,

parásitosgastrointestinalesy pulmonares(estrongilos),parásitos

hepáticos(fasciola),parásitosexternos(piojos y ácaros).Por lo que

se refiere a esteúltimo punto creemosconvenientedestacarque

numerosos ensayos practicados en diversas universidades
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norteamericanashan demostradoque la administraciónde un

estrongilicida al comienzo del período de cebo aumenta

considerablementelos resultadosde crecimientode los animales

tratadoscon anabolizantes.

* Adaptacióna la nuevaalimentación.Por lo quese refiere a este

tema nos pareceimportantesubrayarla necesidadde un correcto

aporte mineral en los animalestratadoscon anabolizantes.Los

oligoelementosdesempeñanun papel esencial,ya que influyen

sobre cofactoreso constituyentesde algunos elementosde la

sangre,sobreenzimaso gruposde enzimasque intervienenen la

síntesisproteica. Se ha comprobadoque en el animal tratado,

cuandose le disminuye la calidad del alimento, se produce un

descensode los rendimientoszootécnicos.Por tanto, nosotros

suministramosal animal un alimento perfectamenteequilibradoy

correspondientea la fase que seencontraba.

Incluyendo:

- Soja44 20,0 %

- Maiz nacional 20,0 %

- Cebada 55,5 %

- GrasaBy-Pass 1,5 %

- Corrector 3,0 % (Carbonato, fosfato y

oligoelementos>

* Pesajeindividual y repartoen loteshomogéneos.

* A las hembrasse las practicóunasincronizacióndel celo previa,

conel fin de minimizar las variacioneshormonalesderivadasde los

diferentesestadioscíclicos interanimal.
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Los animalesse mantuvieronen régimensemiextensivoy realizamoscontroles

sanitariosa lo largo de toda la duraciónde la experimentación.

Los animaleslos clasificamosen los siguientesgrupos,realizadosal azar:

AA - GRUPOS CONTROL: animalesqueno recibierontratamiento.

Divididos segúnel sexo:

- Hembras(n=5).

- Machos(n=5).

£2 - GRUPOS TRATADOS: animalesque recibieronel tratamiento.

Divididos segúnel sexo:

- Hembras(nr 10).

- Machos(n= 10).

Tantoa los machoscomoa las hembrasse les aplicó un implantede acetatode

trenbolona,tomandocomo punto de partida de la experienciael momento de la

colocacióndel implante.

B) TECNICA DE IMPLANTA ClON

Se realizó un único implante a cadaanimal problema,por vía subcutánea,de

forma quelos “pellets” quedasencolocadosen el tejido conjuntivosubcutáneo,entrela

piel y el cariflago, de la parte posterior, de la cara externadel pabellónauricular,

mediantela utilizacióndeunapistoladiseñadaparatal fin, teniendoespecialprecaución

con los vasosmarginalesde dicha zonay previadesinfecciónde la mismacon el fin de

prevenir infecciones,abscesosy reaccionesinflamatoriasimportantesque pudieran

provocarla formaciónde unadurezaconjuntivaqueimpidieseunabuenareabsorción.
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C) IMPLANTE

Se ha utilizado comoimplanteel acetetode trenholona(TBA>, comercializado

como ‘Finaplix -h de los LaboratoriosRusselUclaf (Francia).

Cada implante contiene 200 mg de acetatode trenbolona,formado por 10

pequeños“pellets’, incluidos en un único cartucho,lo queconstituyeel total de la dosis

aplicadaacadauno de los animalestratados.

Se mantuvieronlas debidasprecaucionesde manipulacióndel producto,como

fuerón; guardarlosen refrigeraciónentre2 y 8 0C y protegidode [a luz, antesde su

aplicación.

1>) RECOGIDA YPROCESADODE LAS MUESTRAS

Parala recogidade la sangrese siguió la misma metodologíay frecuenciaen

ambosgrupos.

Salvo en los casosde horariosdetallados,la toma de muestrasse llevó a cabo

entre las 8 y 10 a.m.,en la venacaudal,recogiendoaproximadamente10 ml de sangre

por animal,realizándosesegúnel siguienteproceso:

PROTOCOLO DE FRECUENCIA DE RECOGIDA DE MUESTRAS

MUESIBAIt TIEMPO DESPUESDE lA ADMISTRACION
DEL IMPLANTE DE TRENBOLONA

1 0 horas

2 2 horas

3 8horas
4 24 horas

5 2 días
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-6

7

8

9

lo

11

12
13

14

15

16

17

18

19
20

21

22

23

24

25

La sangre

* 40 mm (20 G*

de 16 100 mm,

3 días

4 días

5 días

6 días

7 días

8 días

9 días

10 días

12 días

14 días

16 días

18 días

20 días

24 días

28 días

32 días

36 días

40 días

45 días

50 días

se recogemedianteagujasespecialesparalos tubosvacutainerde 0,9

11/2”) de Becton Dickinson, en tubos Vacutainercon heparinasódica

tambiénde BectonDickinson.

Tomando como punto de partida en la recogidade sangre,el momento del

implante (hora 0), se sigueel siguienteprotocoloparala obtenciónde un total de 25

muestras.Dentrode las primeras24 horastrasel implante,serealizan3 tomas,pasando

posteriormentea una toma diaria durante 10 días consecutivos.A continuación se

recogenlas muestrasen díasalternoshastala toma 18, a partir de la cualse realizócada

4 días, finalizandocon la toma número23, las dos últimas se realizaróna inervalosde

cinco días.Segúnsemuestraen el esquemaadjunto.
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Lasangrerecogidaseseparóen susdos componentesmediantecentrifugación

a 1.300x g durante20 minutospor medio de unacentrífuga“Angular-6” (Selecta,S.Aj.

El plasmaque se obtiene,por medio de unapipetapasteur(Brand), se guardó

en tubos de plástico de 3 cc, realizándoseunaalícuotapor determinación,que fueron

taponadasy selladascon parafilm (American Can Company),así como debidamente

codificadas(con el númerode animal, toma, númerode alícuota, fechade recogiday

sexo).

Las alícuotasse congelarona -300C hastasu posterioranálisisen el laboratorio.

DETERMINACIONES HORMONALES DE LAS MUESTRAS DE PLASMA

MEDIANTE ENZIMOINMUNOANALISIS

Seutiliza el enzimoinmunoanálisis,ELISA de competiciónen placa,desarrollado

en nuestro Departamentopor la Dra. Silván (1991), para la determinaciónde las

hormonasesteroides:progesterona,1713-estradiol,testosteronay cortisol.

Para las determinacionesde tri-iodotironina (T
3), tiroxina (T4) (ELISA de

competición)y hormonaestimulantede la tiroides (TSR) (ELISA Sandwich)seutilizó

el kitt comercial“EnzymunTest’ en tubode los LaboratoriosBoeheringerMannheim.

Para la determinación de Trenbolona se utiliza la metódica del

enzimoinmunoanálisis,ELISA de competición en microplacas,con las adaptaciones

pertinentesparapoderser utilizado paranuestrotipo de muestra.
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Determinaciónde: cortisol, 178-estradiol>progesteronay testosteronamediantela

técnicaELISA de competición

Estadarizacióndel EnzimoinmunoanálisisELISA de Comuetición

Despuésde obtenerlos anticuerposy conjugadosnecesariosparadesarrollarel

métodoenzimoinmunoanalítico,ELISA decompetición,se realizó la puestaapuntodel

mismo:

- Calidadde los materialesy reactivosempleados.

- Fijaciónde las condicionesdel ensayo:fasesólida(microplacas),tiempos

de incubación, temperaturade realización de las distintas etapasdel

ensayo,tiempos de lavadoy tapizadode las microplacas.

- Establecimientode las dilucionesóptimasdetrabajo,tantodelanticuerpo

comodel conjugado.

- Finalmente,se construyó la curva patrón, para cada hormona,con la

ayudade unaseriede dilucionesestándarde las hormonas.

Material

- Microplacas de 96 pocillos de fondo plano de poliestirenoy de una

capacidadde 350 microlitros por pocillo (Dynatech).

Tapasde poliestirenoparaplacasELISA <Dynatech).

Puntasdesechables,parapipetasEppendorf,de 10-200gl y de 100-1.000
¿¿1 (Comfortips, Eppendorfl.

Puntasde pipetamulticanal,25-250¿¿1 (Costar).
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PipetasautomáticasEppendorf(Merck) de 10-100jil y de 100-1000,fl.

Pipetamulticanalde ocho canales,de 50 -250 L~1 (Costar).

Agitador (Vórtex) Rea.x2.000 (Heindolph).

Pipetasde cristal de dobleenrasede 5 y 10 ml (Protón).

Parafilm (America CanCo).

Tubosde ensayode cristal de 16 x 2Smm (BecksonDikinson).

Lector automáticode placas(Eurogenetics).

Reactivos

ácido cítrico (C
6H807)(Merck).

ácido 2-Retilmercurio)tio]benzáico,sal sádica(ThimerosalMMerck).

Agua purificada.

Albúmina séricabovina, fracción V (Cohn. Sigma& Co).

Anticuerposobtenidosy caracterizadosen el Departamentode Fisiología

Animal (Facultad de Veterinaria. U.C.M.): anti- testosterona,anti-

progesterona,anti-cortisol, anti-178-estradiol.

Conjugados hormona-peroxidasa,preparadosy caracterizadosen el

Departamentode Fisiología Animal (Facultad de Veterinaria.UCM,

Madrid): ami-testosterona,anti-progesterona,anhi-cortisolanti-estradiol-

178.
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DI-sodiohidrogenofosfatoanhidro(Na,HPO4)(Merck).

Etanol absoluto(Prolaho).

Eter de petróleo(Panreac).

Hormonasesteroidesestandar(SteraloidsInc.,N.Y.,USA)

* 4-Andostren-178-ol-3-ona:Testosterona.

* 1,3,5(10)-Estrien-3,1713-diol:1713-Estradiol.

* 4-Pregnen-3,20-diona:Progesterona.

4-Pregnen-llE, 17a, 2ltriol-3,20 dione 3CMO

(Cortisol 3-CMO): Cortisol.

Ortofenilén-diaminadihidroclorhidrato(OPD> (Sigma).

Peróxidode hidrógeno:H,02 30% y 110 vol.(Merck).

Sodio Carbonato(Na2CO3)(Merck).

Sodio citratodi-básico 11/2 Hidrato (NaI-12C6H50,.ll/2)(Panreac).

Sodio Cloruro (NaCí) (Probus).

Sodio dihidrogenofosfatomonohidrato(NaH,P04.E-I,O)(Merck).

Sodio hidrogenocarbonato(NaI-1C03) (Merck).

Tween-20(Merck).
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Solucionestampón

Carbonato-bicarbonato:0,05 M: pH= 9,6

Para1.000 ml de solución:

Na2CO3:1,59g.

NHCO3: 2,93 g.

Tbimerosal1%: 5 inI

Conservara 4
0C

SolucióntampónELISA: pH= 7,0

Para1.000ml de solución:

NaH
2PO4.H20:5, 421 g.

Na2HPO4:8, 662 g.

NaCL: 8,7 g.

Albúmina séricabovina: 1,0 g.

Tbimerosal1%: 5 ml

Conservara 4
0C

Solucióntampónsustrato:pH= 4,8

Para1.000 ml de solución:

C
6H807: 13 g.

Na2HC6H5O5.1½H20.28 g

H20230%, 110 vol: 1 ml.

Thimerosal1%: 10 ml.

Conservara 4
0C
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Soluciónde lavado: Soluciónmadre(lOx).

Para1.000 ml desolución:

NaCl 1,5M: 87,66 g.

Tween-200,5%: 5 ml.

Conservara temperaturaambiente.

Condicionesdelensayo:

Siguiendoel criterio de Silván (1991),sonlas siguientes:

Fasesólida:

Se utilizan microplacasde poliestirenode 96 pocillos (Dynatech),con tapade

poliestireno(Dynatecb)y parafllm.

Condicionesde incubación:

1) Inmovilización del anticuerpoa la fasesólida: 16 horas,37~(D.

2) Reacciónde competición:2 horasenoscuridadatemperaturaambiente.

3) Hidrólisis del sustrato: 1 hora enoscuridada temperaturaambiente.

La temperaturaambientedebeser de 20-220C,en ningúncasosuperiora 240C,

ya que a esatemperaturalas reaccionesenzimáticasno son estables,lo que puede

conduciravariacionesen las medidasde absorbancia(Zarco, 1988).

Tiemposde lavadoy tapizado:

1) Lavados:de 5-10segundoscadauno.
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2) Tapizadodelas placasconla soluciónde conjugado:no debesersuperior

a 10 minutos, porqueen casocontrario, se observanvariacionesen los

valoresde abosrbanciade las columnastapizadasen los últimos lugares

(Silván, 1991).

Determinacióndelcomportamientode los anticuerposy conjugadosen ELISM

determinaciónde las dilucionesóptimasdetrabajoen el ensayo

Con el fin de poder determinar las diluciones óptimas de trabajo, de los

anticuerpos,y de conjugados,frente a las citadashormonasesteroides(cortisol, 178-

estradiol,progesteronay testosterona>,esnecesariala realizaciónpreviade unaserie

de pruebasque consistenen el enfrentamientode diluciones variables tanto de

anticuerpocomo de conjugado.

Las dilucionesempleadasson las siguientes:

- Paralos anticuerpos:1/1.000; 1/2.000;1/4.000y 1/8.000.

- Paralos conjugados:1/10.000;1/20.000; 1/40.000y 1/60.000.

Dichasdilucionescrecientes,paracadaunade las hormonas,sedistribuyenen

microplacasdefondo plano de la siguientemanera:

Anticuerpos:

Columnas1-3: 1/1.000

Columnas4-6: 1/2.000

Columnas7-9: 1/4.000

Columnas10-12: 1/8.000
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Conjugados:

FilasA-B: 1/10.000

Filas C-D: 1/20.000

Filas E-F: 1/40.000

Filas G-H: 1/60.000

Siguiendoel criterio de Mutuo y Stabenfeldt(1984), seleccionamosaquellas

dilucionesquepresentaranunadensidadópticade 0,6 - 0,8 a 450 mn.

Cortisol:Anticuerpo: 1/8.000.Conjugado:1/60.000

1713-Estradiol:Anticuerpo: 1/2.000.Conjugado:1/20.000

Progesterona:Anticuerpo: 1/4.000.Conjugado:1/40.000

Testosterona:Anticuerpo: 1/8.000.Conjugado:1/60.000

Trazadode las curvasesténdar

Parael trazadode la curvaestándaro patrónsepartedeunadesoluciónmadre

de concentraciónconocida2 mg/ml en etanolabsolutode cadaunade las hormonas:

cortisol, 1713-estradiol, progesteronay testosterona,las cuales se van diluyendo

sucesivamentedentrodel margende 1 pg hasta1 ng.

Lasdilucionesserealizanentubosdecristalde 10 x 50 mm,conetanolabsoluto,

dejandoqueel alcoholseevaporeconel fin deconseguirla solubiizacióndelesteroide.

Se deja evaporarel alcohol y, a continuación,se añadeel conjugadocon la

dilución de trabajoencadatubo, con distinta concentraciónestándar.Se analizanpor

EUSA de competición,paraestablecerlasmedidasde densidadópticaa 450 tun.
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Con las medidasde la absorbanciasetrazanlas curvasestándar,quepermiten

luego calcular la concentraciónde cada hormona, en una muestra problema,

relacionandolasabsorbanciasobtenidasconlas concentracionesquesecorrespondena

la curvapatrón.

Parael tazadode la curvasesitúan en el eje de abcisaslas concentraciones

estándarcon susrespectivasdilucionesy enel eje de ordenadasla relaciónE/Eo que

indica el % deunión de las muestrasestándarcon el anticuerpo.

Paracalcularlasconcentracionesdelasmuestrasproblemaseutilizó unsoftware

especial(Informatic Departament,UniversidaddeCalifornia,Davis,USA) querelaciona

los datos de las absorbanciascon las curvas patrón, y nos proporciona las

concentracionesde las muestrasproblemaquedeseamosconocer.

El margendela curvaestándarvaríaenfunciónde la concentraciónesperadade

la hormonaadeterminar.Enel casodetestosterona,progesterona,cortisolesdeng/ml

y para 178-estradiolesdepg/ml.

Desarrollode Ja técnicaELISA decompetición

En la técnicade ELISA de competición,unacantidadlimitada de anticuerpo

específicose fija a la fasesólida, lavandoposteriormenteel anticuerpoque no haya

reaccionado,añadiendoa continuaciónla muestraproblemay el conjugadohormona-

enzima.Se lava paraeliminar la hormonasin conjugary se mide la fracción unida

mediantela absorcióndelsustratoy la lecturadela absorbanciadelcolor desarrollado.

Comprendelas siguientesetapas:

1) Adsorciónde losanticuerposala fasesólida(microplacasdepoliestireno).

2) Reacciónde competición:adición de la muestrao del estándary del
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conjugado.

3) Separaciónde las fraccionesde hormonalibre y unidaalos anticuerpos,

en la fasesólida.

4) Adición delsustratoy del cromógeno.

5) Lecturay procesadode los resultados.

1) Adsorción de los anticuerposa la fasesólida:

menos

llevan

trabajo.

Las microplacas,de fondo píano, setapizancon 100 jil en todos los pocillos

uno (Al), quesedejacomoblanco.Las dilucionespertinentesdelanticuerpose

a cabo en aguabidestiladadesionizadahastaalcanzarla dilución deseadade

A continuaciónlasplacassesellanconParafilm, setapane incuban16 horasen

estufaa 370C.

La adsorciónde los anticuerposa370Cy su dilución en aguareducela reacción

de fondo inespecífica(Col!, 1988).

Conel fin de eliminar el excesode anticuerpoqueno hayasido adsorbidoa la

placa,sepracticantreslavadosconsolucióndelavado(200¡¿1 porpocillo), así comoun

completosecadomediantevolteo enpapelde filtro.

2) Reacciónde competición:

Esta reacción tiene lugar entre la hormonalibre (estándaro problema)y la

conjugadaal enzima. Los conjugadosse diluirán en solución tampón de EIA a la

dilución de trabajo para cadauna de las hormonas,mezclándosetanto las muestras
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problemacomo las estándarcon la dilución apropiadade conjugado.

Lasmuestrasestándary problemasedeterminanpor duplicadodistribuyéndose

en la placa: (Segúnsemuestraenel esquema1>

Columna1:

Columna2-3:

Columna5-11:

Columna12:

La denominamosEoS; en ella sólo añadimosdilución de

conjugado.

En ellasseañadenlas distintasdilucionesde las hormonas

estándardiluidas en el conjugado.

En ellasseañaden las muestrasproblemapor duplicado

diluidasenel conjugado.

SedenorninaEoEy enellaseañadedilución deconjugado.

Parallevar a cabola reacciónde competiciónsetapizala placa con 50 ~í de

tampónELISA, en todoslos pocillos,por mediodeunapipetamulticanal,paradespués

añadir50 ¿±1de los reactivossiguiendoel ordenpreestablecidoconanterioridad.

Las placassesellan con parafllm y con su correspondientetapa, incubándose

duranteun perfodode dos horas en la oscuridada temperaturaambiente;éstoesun

factordeterminanteparael desarrollodela correctareaccióndebiendoestarcontrolado

ymantenido lo másuniformementeposible con el fin de no alterar la reacciónde

competición.

3) Separaciónde las fraccionesde hormonalibre y unidaa los anticuerpos

adsorbidosen la fasesólida:

Serealizamedianteel volcadode lasplacas,efectuándosetreslavadoscon200

j¿l de la solución de lavado,así comoun secadoperfecto.
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4) Adición delsustratoy del cromógeno:

El sustratoutilizado se obtiene diluyendo 10 pl de peróxido de hidrógeno

(H20%30%,110 vol), en 10 ml detampónsustrato,al quesele añade,30minutosantes

de ser utilizado, el cromógeno,ortofenilendiaminadihidroclorbidrato(OPD), a una

concentraciónde 1 mg/mI, guardandolas debidasprecaucionesen la preparacióny

conservaciónde estamezclaparaprevenirla autoxidación,comoson:guardarlaen la

oscuridad,cenaríaherméticamentey conservándolaatemperaturaambiente.

En todos los pocillos de la placa se añaden100 ¿¿1 de la mezcla de sustrato

cromógeno,realizándose,de nuevo,unaincubación,por un períododetiempo deuna

hora, en las mismascondicionesquela anterior.

5) Lecturade las placas:

Unavez transcurridoel tiempo dereaccióndel sustrato,seprocedea la lectura

de la densidadópticadel color desarrollado.Paraello seempleaun lectorautomático

de ELISA (Eurogenetics),el cual mediantelos filtros de 450 y 600 nm, realizauna

lecturabicromáticaqueelimina el color producidopor unaposiblereacciónde fondo.

Análisis dehormonasesteroidesde las muestrasprocedentesde los gruposde animales

Unavez puestaapunto la técnicaELISA de Competición,parala determinación

de cortisol, 1713-estradiol,progesteronay testosterona,se analizanlas muestrasde

plasmade los distintosgruposdeanimales,utilizandoun métododirecto, sin extracción

previade la muestra.

El primerpasoconsisteen la preparaciónde las muestrasparael análisis.Para

ello, seprocedeala planificaciónde la distribuciónde la placa,y la descongelaciónde

lasmuestrascorrespondientes,colocándolasenordenenunagradilla,hastasucompleta

descongelación,tomándosede cadaunadeellas, por medio de unapipetamonocanal,
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75pl de plasma,en tubos de cristal (10 x 70 mm), procediéndosea continuacióna la

desnaturalizacióno inactivaciónde la proteínamediantecalor, ya queel esteroideno

sufre ningún tipo de alteración a la temperatura a la cual se produce la

desnaturalizaciónproteica,(600Cdurante45 minutos)considerandoestetiempomásque

suficienteparallevar a cabola desnaturalizaciónde la proteína(Silván 1991).

El segundopaso consisteen la dilución de la muestradesnaturalizadacon la

soluciónde conjugado,previamentedeterminadala dilución de trabajo.Las muestras

seanalizanpor duplicado;tomando75 pl de plasma,a tubosde ensayode cristal (10

mm x 70 mm) que se disuelvenen 75 pl de conjugado.Después,se homogeniza

cuidadosamentecon ayudade un agitador.

Se tapizanlos pocillos de la placacon 50 pl de estadilución.

Validación de la técnica

LpffifkW¡d : Se estudianlas reaccionescruzadasde los anticuerposcon los

distintosesteroides.

Precisióny repetibilidad:Se determinarealizandoel cálculode los coeficientes

de variación intra e inter-análisis,para lo cual se empleanconcentraciones

conocidas(altas, medias,bajas) de cadauna de las hormonasy un número

determinadode muestrasproblema:

- 5 pg/pocillo, 50 pg/pocillo y 500 pg/pocillo. Se realizan diez

determinacionespor duplicado, de cada concentracióndentro de una

mismaplaca,repitiéndoseel análisisdiez díasconsecutivos.

- Se determinanpor duplicado 20 muestrasproblema (10 de machos

problemay 10 muestrasde hembrasproblema),en la mismaplacay el

mismo análisisserepite diez díasconsecutivos.
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~¡a~iln¡tSe determinacalculandoel porcentajede recuperación,añadiendo

concentracionesconocidasde cadaunade las distintashormonasa determinar.

S~ibii1da& Se determinade dosformas:

- Medianteel cálculodel límite de detección:valoresmediosde E<, menos

2 E.S.M., enocho ensayosconsecutivos(Abraham,1975).

- Medianteel cálculode la concentraciónde la hormonaquecausael 50%

dereduccióndelvalor de la unión inicial (E0) (VanWeemeny Schuurs,

1975).

Determinaciónde las hormonasTiroideaspor técnicasenzimoinniunoanalíticas

Paravalorarla funcióntiroidea determinamosel contenidototal, en plasmade

tri-iodotironina(T3), tiroxina (¶l?4),hormonaestimulantede la tiroides (TSH), por medio

de la técnicaimnunoenzimáticaELISA.

Con el fin depoderllevar a caboestasdeterminacionesde unamanerarápida,

sencilla así como con un alto grado de fiabilidad y especificidad,se eligió el kitt

comercialde LaboraratoriosBoehringerMannheim:EnzymunTest.

Parala determinaciónhormonaltri-iodotironina fr3), tiroxina (T4) seutilizó el

sistemaELISA de competicióny parala determinaciónde la hormonaestimulantede

la tiroides (TSH) o tirotropina, ELISA Sandwich.

ELISA decompeticiónparaT3 Y T4

Material de laboratorio:

- Puntasdesechables,parapipetasEppendorf,de 10-200pl y de 100-1.000

82



•dIMEÉa~14~1lMIIN »~;.~I]I¿I¡. II

pl (Comfortips,Eppendorf).

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

Reactivos

- Tubos de plástico recubiertosde los anticuerposrespectivospara la

determinaciónhormonalde 1’4 y 1’3; anticuerpoanti-tiroxina (oveja).

Capacidadde fijación aproximada25 ng ó 32 pmol de tiroxina/tubo. Y

recubiertosde polihaptenoT3.

- Tampónde incubación

Barbiturato120mmol/l, pH= 8,7

Acido 8-anilino-1-naftalinsulfónico(ANS) 1,27 mniol/l (0,04%)

Tampónfosfato 18,2 mmol/l, pH= 8,6 enel casode T3.

- Conjugadotiroxina- POD. POD> 10 U/ml.

Conjugadoanticuerposanti-T3POD. POD =5U/ml.

- Estándar.Tiroxina con matriz proteica, con concentracionesconocidas:

0,00; 3,90;7,70; 14,10y 26,40pg/dl.

EstándarT3, en suerohumano,condiferentesconcentraciones.

0,12; 0,86; 1,60; 3,15y 6,60 ng/ml.

- Substrato/tampón.Fosfato/citrato100mmol/l, pH = 4,4 H202(perborato

sódico)3,2 mxnol/l.

- Cromógeno.2,2 - azino - di- (3-etil-benzotiazolinaácido sulfónico-6)-sal

diamónica.(ABTS)1,9 mmol/l.
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Equipo

OrdenadorpersonalEpsonAX2.

ImpresoraEpsonLQ-500.

ES33 Photometer4010.

Softwareespecialmentediseñadopara el cálculode las curvaspatróny

concentraciones(BoehringerMannheim).

Preparacióny estabilidadde las soluciones

Estabilidad:

* 2-8 0C hastala fechade caducidadindicada.

* Los estandarsepuedenconservarhasta3 mesesa -20 0C siendoposible

variascongelaciones,sin sersusceptiblede alteraciones.

El tampónde incubacióndebeprotegersede la luz, y al igual queel restode los

reactivosdebenmantenersea temperaturaambiente20-25 0C, al menosunahoraantes

del comienzodel test.

La solución substrato-cromógenodebe ser preparada(mezclar cromógenoy

substrato/patrónhastasucompletadisolución)porlo menosunahoraantesdelensayo,

así comoprotegerlade la luz.

Material de muestra

Se utilizó plasma,al igual que para las demásdeterminacioneshormonales,
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procediéndoseala descongelaciónde la alicuotacorrespondiendecon el fin derealizar

unasóladescongelación,por determinación.

Intervalo de medición

T3: 0-6 ng/ml ó 0-9,22nmol/l

T4: 0-25 sg/dl ó 0-322 nmol/l.

Factordeconversión

T3: nrnol/l x 0,651 = ng/mí;ng/ml x 1,536 = mnol/l.

T4: nniol/l x 0,078 = pg/dl; sg/dlx 12,87 = nmol/l.

Límite de detección

El límite de deteccióninferior definido paraT3, seha indicadocomo E menos

2S del tercerestándar,y esaproximadamente0,25 ng/ml ó 0,38 nmol/l.

El límite de deteccióninferior definido para174 es, aproximadamente,de 0,6

sg/dl ó 7,7 nmol/l.

Procedimientode la realizacióndelensayo

El primer pasoconsisteen la colocaciónde la cadenade tuboscon un orden

preestablecidopreviamente:

Posiciónprimera, sin tubo; después,por duplicado,tubos no recubiertosde

anticuerpo(se considerancomoblancos),y luegotubosrecubiertosdeanticuerpo,a los
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que se les añadiráestándares,suero control y muestrasproblema,con un volumen

definido paracadaanálisisdc 20 pl enel casode 174 y 200 pl parala T3.

Seañadiráluego,en todoslos tubos, 1,0 ml de soluciónde conjugado,lo que se

realizarádeunamaneraautomática,conun intervaloméximodetiempode10 minutos,

despuésdel pipeteadomanualde estandar/suerocontrol /problemas.

A continuaciónse procedé,a una incubaciónde 30 minutos con el posterior

lavado y aspiración,de modoautomático,mediantesolución de lavado seguidode la

adiciónde 1,0 ml de la soluciónsustratocromógenoparacontinuarcon unasegunda

incubacionde igual duraciónde tiempo quela anterior.

Serealizála lecturadelas densidadesópticasaunalongituddeondade 405 mn.

Determinaciónde tiroxina (T4).

El método se basa en el principio de competición: se realiza una primera

incubaciónconla tiroxina presenteen la muestray la tiroxina marcadacon POD, que

compitepor una cantidaddeterminadade anticuerpoanti-tiroxina, ligado a la pared

interior de los tubos.A continuación,seelimina el conjugadotiroxina-POD no ligado,

junto con los componentesséricos,por medio de una fase de lavado. Se efectúa,

seguidamente,unasegundaincubacióndespuésdeañadirel substrato(ABTS: 2,2-azino-

di-(3-benzotiazolinaácido sulfónico 6)- sal diamónica), formándoseuna solución

coloreadacuyaconcentracióncorrespondea la actividadenzimáticaligadaa la pared

de los tubos,midiéndosela intensidadde color en el espectrofotómetroa 405 nm.

Segúnel principio de la competición, la actividad enzimáticade la tiroxina

marcadaserámenorcuantomayor seala concentraciónde tiroxina sérica.

Las absorbanciashalladasse evalúan medianteuna curva patrón obtenida

previamente.
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Determinacióndetrl-Iodotlronina (fl).

Sellevó acabopor el mismométodoanteriormentedescrito,conanticuerposanti-

tri-iodotironina.

Detenninacióncuantitativade la hormonaestimulantede la tiroides (TSH) mediante

técnicaELISA sandwich

El ELISA Sandwicho de “dos sitios’, consisteen: un primer anticuerpoquese

adhiereaunafasesólida (tubodeplástico),aél seuneel ántigeno(si lo hubieraen la

muestra)y la unión se detectamediantela adición del mismo anticuerpoespecifico

marcado.

En una primera incubación, el antígenoTSH de la muestra,se liga a los

anticuerposanti-TSH,fijados a la paredde los tubos.

Debido a que la TSH tiene varios determinantesantigénicos,se realizó una

segundaincubaciónañadiendoanticuerposanti-TSHmarcadosconPon,detal manera

queseformasencomplejossandwich-TSH-POD.

La cantidaddeestoscomplejosformadoseraproporcionalal contenidode TSH

enla muestra.

Paraeliminar el conjugadoPOD no ligado, se efectuéuna fase de lavado.

Seguidamente, se añade el substrato-cromógeno (ABTS) determinando

fotométricamentela actividadde POD, ligadaala paredde los tubos.

Comoen los casosanteriores,los valoresobtenidossellevaronala curvapatrón

elaboradaconanterioridad.
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Reactivos

- Tubos de plástico recubiertosde estreptavidina.Capacidadde fijación

aproximada14 ng de biotina /tubo.

- Tampónde incubación

Tampónfosfato80 mmol/l,pH= 7,4 anticuerposanti- TSHmonoclonales

conbiotina: 1,5 mg/l.

- Conjugadoanticueposanti-TSH-POD.

POD =5 U/ml.

- Estándar,

TSH con matriz proteicacon concentraciones0,00; 0,29; 2,55; 14,50 y

41,50 pU/niil.

- Sustrato/tampón

Fosfato/citrato100 mxnol/l, pH 4,4 H202(perboratosádico)3,2 mmol/l.

- Cromógeno

2,2 - azino - di- (3-etil-benzotiazolinaácido sulfónico-6)-sal diamónica.

ABTS 1,9 m¡nol/l.

Preparaciónde las muestras

Seprocedea la descongelaciónde lasalícuotasdeplasmade los distintosgrupos

de animalesparala realizacióndel análisis,ya que seutiliza un métododirecto sin

extraciónprevia de la muestra.

Todoslos reactivosqueseutilizan, semantuvieronatemperaturaambientecomo

pasoprevio asuposterioruso.
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Intervalodemedición:

0-40 sU/ml.

Limite de detección:

El limite de deteccióninferior, definidocomoE + 3Sdelprimerstandard(0,00

pu/mi), esaproximadamente0,07 pU/ml.

Preparacióndel ensayo

Despuésdela colocacióndela cadenay tenertodoslos reactivosla temperatura

idonea,seprocedea dispensarmanualmentede 100 sí de estándar,suero control y

muestrasproblemaenlos tuboscorrespondientes,siguiendola mismasecuenciaquepara

lasotrasdeterminaciones&rimero dela cadenaausente,segundoy terceraposicióndel

tubo no recubiertoblancos,colocaremossiemprelos tubospor duplicado,conel fin de

realizarel análisiscon un intervalo deerror menor).

Se añadeluego, de forma automática,1,0 ml de la solución la (solución de

conjugado),procediéndoseaunaincubacióndurante60 minutosa 25~C ó 70 minutos,

si la temperaturadel laboratorio es menor de 250C. Una vez pasadoel tiempo de

incubación,los tubosselavan consolución de lavadode formaautomática.

Posteriormente,seañade1 ml de la soluciónsubstrato-cromógeno.Incubándose

durante30 minutosparaqueseproduzcala reacciónde color.

Pasadoel tiempo de incubaciónse procederáa la medida de las densidades

ópticasa unalongitud deondade405 mr.

Pormediodel softwareindicado(BoehringerMannlieim), secalcularán,deuna

maneraautomáticalas curvas estándary las concentraciones,utilizando el factor de

correcciónapropiado,al igual quese realizabaparalas hormonasesteroides.
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DeterminacióndetrenbolonamedianteELISA decompetición

Paradeterminar,cuantitativamente,el nivel de trenbolonaen las muestrasde

plasmautilizamosun métodoinmunoenzñnático,comoesel ELISA.

La trenbolona (antígeno),si está presenteen la muestra, compite con la

trenbolonamarcadaconperoxidasa(conjugado),porunnúmerodeanticuerpospresente

en la placa.

Reactivosnecesariosparala realizacióndel ensayo:

Anti-trenbolone(Randox).

Patrones(Randox).

Conjugado(Randoxj.

Control positivo, negativoproducciónpropia.

Solucionestampón:

£azbgnaQBjsasb~naI~:0,05 M: pH= 9,6

SolucióntampónELISA: pH= 7,0

Solucióntampónsustrato:pH= 4,8

Soluciónde lavado:soluciónmadre(10x>.
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Desarrollode la técnica

Comopasoprevio,a la estandarizaciónde la técnica,esnecesariodeterminarlas

dilucionesóptimasdetrabajofrentea trenbolonay surespectivoconjugado.Seefectúan

unaseriedepruebas,consistentesenenfrentardilucionesvariables,tantodeanticuerpo

comode conjugado.

El anticuerpoutilizado fue anti-trenbolona(Randox), obtenido en conejo (el

inmunógeno fue Trenbolone-Hemi-BTG)y el conjugado fue trenbolona-HRPO

(Randox).

Las dilucionesempleadasfueronlas siguientes:

Partiendodelanticuerpopuro, serealizaunadilución madre1/10encarbonato-

bicarbonatoy unaseriede diluciones,enaguabidestilada:

1/250; 1/500; 1/1000;1/2.000

Para una dilución de conjugado 1/2.000, suministradapor los laboratorios

Randox,serealizanlas siguientesdiluciones,enELISA tampón:

1/25.000;1/50.000

Lasdilucionessedistribuyenen la placade la siguientemanera:

Anticuerpos:

Columnas

Columnas

Columnas

Columnas

1-3: 1/250

4-6: 1/500

7-9: 1/1.000

10-12: 1/2.000
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Conjugados:

Filas A-D: 1/50.000

Filas E-It 1/25.000

Siguiendoel criterio de Munro y Stabenfeldt(1984), seseleccionaronaquellas

dilucionesqueposeíanunadensidadópticade0,6-0,8, a 450nm.

Trenbolona:anticuerpo:1/1.000Conjugado:1/50.000

Trazadode la curvaestándar

Se traza una curva patrón o estándarpara trenbolonacon concentraciones

conocidasque cubrenun rangoentre1 pg/pocilloy 1 ng/pocillo.

Las concentracionesestándarse obtienenapartir deunasolución madredc 2

mg/ml de trenbolona.Se preparanlas siguientesdiluciones: 1-1.000 pg/50 pl. Las

dilucionesserealizanentubosdeensayo,decristal, de 10x 50 mm,conetanolabsoluto,

permitiendoqueel alcohol seevaporeparapodersolubiizar el anabolizante.

Unavez queel etanolseevapora,las concentracionesestándarsedisuelvenen

una solución de conjugadoy con ellas se realizaun ELISA de competiciónpara

determinarlos valoresde densidadópticaa 450 nm.

Conlasmedidasde absorbanciade los estandaressetrazala curvapatrónpara

trenbolona.A esta curva se referiran las absorbanciasobtenidasde las muestras

problema,lo quepermitecalcular la concentraciónde trenholona.

Adsorción de los anticuerposa la fasesólida

Las microplacas,de fondo plano las tapizamoscon la dilución apropiadade

anticuerpo. Los anticuerposse diluyen en tampón carbonato-bicarbonatoy, a
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continuación,se dispensan100 pl de estadilución en todos los pocillos de la placa,

menosenel primero (Al), quesedejacomoblanco.

Lasplacassetapany sellanconparafllm,permaneciendoduranteunespaciode

tiempo de 16 horasa 37 0C.

Pasadoel tiempo de incubaciónse efectúantres lavados con 200 sí, de la

soluciónde lavado,por pocillo. Dichoslavadostienenla finalidadeliminarel excesode

anticuerposqueno hansidoadsorbidosa la placa.Antesderealizarla siguienteetapa,

las placassedebensecarperféctamente,dejándolasinvertidassobrepapelde filtro.

Algunos autoressometena las muestrasde plasmaa procesosde extracción

previacon dietileter,pero nosotroshemoscomprobadoqueestepasono esnecesario

y simplificamosla técnica.

Se procedea descongelarlas alícuotasprogramadas,con anterioridad,para la

realizacióndeltest, asfcomotodoslos reactivosquevayana serutilizadosconel fin que

alcancenla temperaturaambiente(20-24 0C) a la horade la analítica.

Se toman ‘isp1 de plasma,por muestray se procedea la desnaturalización

proteicapor mediodel calora 60 0C, durantetreintaminutos.

Reaccióndecompetición

Tiene lugar entre la hormona libre (estándaro problema)y la conjugadaal

enzima.Tanto la muestraestándarcomolas problemasemezclancon la dilución de

conjugadoapropiada,el conjugadosediluye ensolucióntampóndeELISA a 1/50.000.
Es recomendablerealizarel testporduplicado,asícomounacuidadosahomogenización

conla ayudade un agitador.

Ladistribuciónenlaplaca,fue igual quelautilizadaparalashormonasesteroides

representadasenel esquema1.
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Sehicieróndosincubaciones,entrelascualesserealizóel lavadode la placa,con

cl fin desepararlasfraccionesdehormonalibre y la unidaal anticuerpoadsorbidoala

fasesólida;asícomo la adición del sustrato,siguiendoigual protocoloqueen el caso

desarrolladocon anterioridad,paralas hormonasesteroidesnaturales.

La lecturade lasplacasserealizó aunadensidadópticade450 nm.

Procesadode los resultados

1. Procesadode los resultadosobtenidosen el análisishormonal:

El procesadode los resultados,obtenidosdelanálisishormonalde lasmuestras

deplasmaprocedentesde los animalestratados,serealizó conla ayudadeun software

diseñadoespecialmenteparaello enel DepartamentodeInformáticade la Universidad

de Davis, California,USA, el cual fue cedidoa nuestrodepartamento,y consisteen;

a) Trazadode las curvaspatrón

Sehizó enfrentando,enel eje de ordenadas,la relaciónE/Eo * 100,esdecir,el

porcentajede uniónde lasmuestrasestándarconel anticuerpoy, enel eje de abscisas,

las concentracionesestándarde cadahormona.

Estas curvas patrón se utilizan de referencia para el cálculo de las

concentracioneshormonalesde las muestrasproblema.

b) Cálculode las concentracioneshormonalesde las muestrasproblema.

El programa, tomando como referencia la curva patrón, calcula las

concentracionesen las muestrasproblema.Se debeintroducir un factor de corrección

paraexpresarestasconcentracionesenlasunidadescorrectas,yaquelasmuestrassufren

distintasdiluciones.
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Lasconcentracionesde trenbolona,enplasma,seexpresanenng/ml.

e) Validación de la técnica

Se realizómediantela determinaciónde los parámetros

Especificidad

Precisióny repetibiidad

Exactitud

Sensibilidad

De la mismamaneraqueen el casoanteriorde las hormonasesteroides(véase

el esquema1)

Limites de sensibilidad

Sueroy plasma=0,25 ng/ml.

Especificidad

La especificidadde la técnicaserealizamediantela obtenciónde las reacciones

cruzadasquepresentael anticuerpoutilizado frentea otrashormonasesteroides,y se

calculaigual quela metódicarealizadaparalas hormonasesteroides.

DETERMINACION DE TRENBOLONA MEDIANTE CROMATOGRAFIA LíQUIDA

DE ALTA RESOLUCION(HPLC)

Se ha desarrolladoun método propio para determinarla concentraciónde

trenbolonaenplasma.El plasmaobtenido,mediantecentrifugaciónde las muestrasde

sangre,sepurificó por un CartuchoC18 (Waters,España).El eluatose extrajo conn-

hexano,queseconcentróy seinyectó enun sistemacromatográficode HPLC.
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Material

Equipocromatográfico

Columna:
Tipo: C18 ODS-HYPERSIL(Shandon)

Longitud: 25 cm.

Diámetrointerno:4,6 mm.

Diámetroexterno:0.25 ins.

Diámetrode particula:5 s.

Válvula Rheodyne(Loop fijo 10 sí>
Válvula depurga

Soporteparaválvulas

Bomba:
Gradienteternario, con mezcla a baja presión de doble

pistón. Virtualmente exenta de pulsaciones con

repetitibilidaddecomposiciónsuperioral 99%.No necesita

mezcladorexterior. Margende flujo 0,01 a 10 ml/mm, P

max 6000 psi (SpectraPhysiccs)

D§fl:
Longitud deondavariableultravioleta-visible(ISCO).

Integrador- registrador

:

DataJET(Spectra-Physics).

BombonadeHelio C-50 (Carburosmetalicos)
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Material de laboratorio:

- Equipodefiltración:

Recipientedevidrio de250ml conbasepara

embudo esmerilado 34/45, erlenmeyer de

1000 ml 34/45, tapón de vidrio, pinza,

portafiltrosSSy rejilla con10 juntasdeteflón.

Bombade vacio.

- Equipo de desionizaciónde agua(Labconco).

Filtros tipo HV de O,45umde poro (Millipore).

Pinzas.

JeringaHamiltonRheodyne,volumen0.25 ml.

Evaporadorde muestrasorgánicas(Zymarc).

Viales decrista

CartuchosSep-Pak C18 de extracción en fase sólida, para muestras

biológicas(Waters),conjeringa de10 ml u otro dispositivoparacartuchos

(SepPakRack(Waters)o similar).

Reactivos

Solventesparacromatografíade líquidos

Metanol, CH3OH,Pm= 32,04 (Panreac).

Acetonitrilo, CH3CN, Pm= 41,05 (Panreac).

Agua destiladaparaHPLC (Panreac).
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- AcetatodeTrenbolona(RousselUclal)

Preparación del patrón

a) Soluciónpatrón

Solución patrón de Trenholona: Pesar 10 mg de trenbolona, con una

precisión0,2 mg, disolver en 10 ml de la fase móvil.

b) Soluciónpatrónde trabajo

Se toman10 síde la soluciónanteriory sellevan hasta10 ml de liquido de la

fasemóvil (agua/metanol/acetonitriio:20%/75%/5%),enun tubodecristalde 10 mm

x 100, seagita la mezclaparahomogeneizaría.Luego serealizandistintasdilucciones

patrón (concentarciónconocida)hastallegar a concentracionesque cubranun rango

pg/ml y ng/nil.

Procesadode las muestras

Despuésdela descongelacióndel plasma,seprocedea la activacióndelcartucho

C18 SepPaK,con2ml demetanoly 2 ml deagua,respectivamente.Seeluyeel cartucho

con 4xnl de metanol/agua80%. El eluato se evaporaa 45
0C, por medio de una

corrientede nitrógeno, hastaque queden0,4 ml. Se añaden0,6 ml de aguay esta

soluciónacuosaseextraetresvecescon2m1 n-hexano.El residuoseredisuelveen200

pl de liquido de la fasemóvil.

Espectro de absorción

El espectro de absorciónrealizadoen el Departamentode Fisiología Vegetal

U.C.M., nos reveló una absorbanciamáxima de longitud de onda a 338 ¡mi, de la

trenboionaennuestrafasemóvil.
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Cálculodel flujo

Se calculael flujo óptimo, de la fasemóvil, con objeto de obtenerla máxima

eficacia.Deterninándoseesteen lml/min.

Condicionescromatográficas

Ea~m~xil: agua/metanol/acetonitrilo:20%/75%/5%

flj¿jn: lml/min

fl~~¡ (longitudde onda)paratrenbolona:338 mr

Velocidaddepapel:0,25 cm/niin

Miún: 16

Ikmpa(aproximado)dtrc1~n~i4n:6,50-6,57mm

ANALISIS ESTADíSTICO DE TODOS LOS RESULTADOSOBTENIDOS

El análisisestadísticodc los resultadosserealizópor mediodelsoftwareBMDP:

“Biomedical DataPrograin”,en el Centrode Cálculode Somosaguas,U.C.M.

Se determinóel análisis de la varianza, para estudiar la distribución de las

variablesestadísticasy testdediferenciasdemedias,paracomprobarsi entrelosgrupos

problemay control de nuestro estudio y las distintas variablesposeendiferencias

estadísticamentesignificativas.

Lasvariablesestadísticasanalizadasson:

- Númerode animal.

- Horao díade toma de la muestra.

- Concentracionesplasmáticas de: cortisol (C), 1713-estradiol (E2),
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progesterona(1%), testosterona(T>, trenholona,tri-iodotironina (973),

tiroxina (TJ, hormonaestimulantede la tiroides (TSH).

Grupo tratadoy testigo.

Sexo.

Pesoinicial

Pesofinal.
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RESULTADOS



1. Dilucionesóptimasdeanticuerpo:

Los resultadosobtenidostras las pruebasrealizadasparacalcularla dilución

detrabajoóptima aemplearde anticuerpoparaELISA decompeticiónfueron:

* Anti-cortisol: 1/8.000.

* Anti-1713-estradiol:1/21)00.

* Anti-progesterona:1/4.000.

* Anti-testosterona:1/8.000.

* Anti-trenbolona:1/1.000.

La especificidadde los anticuerpospoliclonalesproducidosfrente a las cinco

hormonasesteroidesse puedenobservaren los cuadrosdel 1 al y, donde está

reflejado el porcentajede reaccionescruzadasquepresentanlos cinco anticuerpos

utilizadosen el ELISA decompetición.

Los anticuerposparalas hormonastiroideasfueron:

Tri-iodotironina: anticuerpo, tubos de plásticos recubiertos de

poliliaptenoT3.

Tiroxina: anticuerpo,tubosdeplásticorecubiertosde anticuerposanti-

tiroxina (oveja),concapacidaddefijaciónaproximada25 ng o respuesta32,2pmol de

tiroxina/tubo.
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ELISA variedadSandwich:

Para la hormona estimulantede la tiroides la dilución óptima de

anticuerpofue: anticuerpo,tubosdeplásticorecubiertosdeanticuerposmonoclonales

anti-TSH, concapacidaddefijación aproximada40 mU de TSH/tubo.

Lasreaccionescruzadasde lashormonastiroideasseencuentranrepresentadas

en los cuadrosVI, VII y VIII.

2. DilucIonesóptimasde conjugado:

Este factor es crítico parauna puesta a punto óptima del método. Los

resultadosfueronlos siguientes:

* ConjugadoHRP-cortisol:1/60.000.

* ConjugadoHRP-178-estradiol:1/20.000.

* ConjugadoHRP-progesterona:1/40.000.

* ConjugadoHRP-testosterona:1/60.000.

* ConjugadoHRP-trenbolona:1/50.000.

Paralas hormonastiroideasfueronlos siguientes:

Tri-iodotironina:Conjugadoanticuerposanti-T3-POD,POD=5 U/ml.

Tiroxina: Conjugado,tiroxina-POD POD< 1,5 U/ml.

103



u 1 i. .uuuuu.uI.4MMUWI4q u.HIWHIS.u . .u•

ELISA variedadSandwich:

Para la hormona estimulantede la tiroides la dilución óptima de

Conjugadoanticuerpos-anti-TSH-POD=5,0 U/ml.

3. Trazadode las curvaspatrón

El trazadodc las curvaspatrónparacadaunade las hormonasesteroidesse

realizó medianteun software especialmentediseñadopor el Departamentode

Informáticade la Universidadde Davis, U.S.A

En la Gráfica1, se encuentranreflejadoslas curvaspatrón de 17B-estradiol,

siendoparalas demáshormonasesteroidesla realizaciónde la curva de la misma

forma.

El trazado de las curvas patrón para las hormonastiroideas, se realizó

medianteel softwaredelosLaboratoriosBoehingerMannheim,estandorepresentado

enel Gráficalila curvapatróndetri-iodotironina. Paralas hormonasT4 y TSH el

trazadode la curvapatrónserealizósiguiendoigual metodología.

4. Validación del ELISA de competiciónparalas hormonas esteroides

(cortisol, 178-estradiol,progesterona,testosteronay trenbolona).

- Precisióny repetitibilidad

.

% CV = Desviaciónestándar/mediax 100

En nuestrocasoel % CV fue siempre<7% paratodaslas hormonas

estudiadas.
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Los % derecuperaciónentodos los casososcilanentre85-95%

(PC0,05)

SÉWIWIWId

Sedeterniinóde dos formas:

- Límites de detección;

cortisol; 3 pg/pocillo

1713-estradiol;0,3 pg/pocillo

progesterona;3 pg/podllo

testosterona;6,6 pg/pocillo

trenbolona;12 ng/ml

Sensibilidadal 50 % de unión

cortisol;59,82pg/pocillo

17J3-estradiol;0,83pg/pocillo

progesterona;59,82pg/pocillo

testosterona;83,17pg/pocillo
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trenholona;0,25 ng/ml

5. Intervalodemedicióny limite dedeteccióndelos testcomercialespara

las hormonastiroideas.

- Límitesde detección;

Tri-íodotironina;0,25 ng/ml

Tiroxina; 0,6 sg/dl

TSH; 0,07 pU/ml

- Intervalodemedición;

Tri-iodotironina; 0 - 6 ng/ml

Tiroxina; O - 24 sg/dl

97511; 0 - 40 pU/ml

6. Variacionesde los pesos

Con los valores de los pesosrecogidostanto de machoscomo hembras,se

realizó la media(±E.S.M.) de los mismosal inicio y final de la experiencia,los

resultadosobtenidosaparecenen la Tabla 1.

Paraunamejorapreciaciónde lasvariacionesdepesoexperimentadosdurante
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los cincuentadfas, serealizóunarepresentacióngráfica de los incrementosde los

pesos,estandoestareflejadael Gráfico 1.

7. ConcentracIonesplasmáticas

Delos30animalesanalizados,sedeterminaronlasconcentracionesplasmáticas

de las ocho hormonasobjeto de estudio: cortisol, progesterona,testosterona,

trenbolona,r enng/mi, 1713-estradiolenpg/nil,TSH enuU/ml,T4 enug/dldurante

los cincuentadfasqueduróla experiencia.Cuyasconcentracionesmedias(±E.S.M.)

aparecenreflejadasen las tablas de la 2 a la 15 de acuerdocon la siguiente

distribución:

Tabla2: Concentracionesde trenbolonaenmachosy hembras.

Tabla3: Concentracionesdeprogesteronaenhembrascontrolesy

tratados.

Tabla4: Concentracionesde 178-estradiolen machoscontrolesy

tratados.

Tabla5: Concentracionesde 17B-estradiolenhembrascontrolesy

tratados.

Tabla6: Concentracionesde testosteronaen machoscontrolesy

tratados.

Tabla7: Concentracionesde testosteronaen hembrascontrolesy

tratados.
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Tabla8: Concentracionesde cortisol en machos controles y

tratados.

Tabla9: Concentracionesde cortisol en hembras controles y

tratados.

Tabla10: Concentracionesdetri-iodotironinaen machoscontroles

y tratados.

Tabla11: Concentracionesde tri-iodotironinahembrascontrolesy

tratados.

Tabla 12: Concentracionesde tiroxina machoscontrolesy tratados.

Tabla13: Concentracionesde tiroxina en hembrascontroles y

tratados.

Tabla14: Concentracionesde hormonaestimulantede la tiroides

machoscontrolesy tratados.

Tabla15: Concentracionesde hormonaestimulantede la tiroides

hembrascontrolesy tratados.

Paraunamejor apreciaciónde los perfileshormonales,durantelos díasque

duro la experiencia,se realizóuna representacióngráfica con los datosobtenidos

comparandolasconlos controlesGráfico del 2 al 15.

Así mismoy por último, Tabla16, sedetallanparacadaunade las hormonas

estudiadasy tomasrealizadasel nivel de significaciónestadísticaobtenidoentrelos

gruposcontroly tratados.
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CUADRO 1. REACCIONESCRUZADAS DEL ANTICUERPO ANTI-CORTISOL

ESTEROIDE REACCION CRUZADA (%)

Cortiso] 100,00

11-deoxicortisol 210,00

Corticosterona 16,60

17a-Hidroxiprogesterona 17,80

Cortisona 17,6

Pregnisona 8,05

Progesterona 1,00

Desoxicorticosterona 1,00

Testosterona < 0,01

Dexametasona < 0,01

Estrona < 0,01

17B-estradiol < 0,01

Estriol c 0,01
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CUADRO II. REACCIONESCRUZADAS DEL ANTICUERPO

ANTI-176-ESTRADIOL

ESTEROIDE REACCIONCRUZADA (%)

1713-estradiol 100,00

17J3-estradiol-6CMO 130,00

16 Ceto-1713-estradiol 16,70

6 Ceto-17B-estradio] 20,00

2 Hidroxí-1713-estradiol 8,74

6a Hidroxi-1713-estrdiol 12,30

17J3-estradiol-3benzoato 3,28

17a-estradiol 0,05

Estrona 0,50

Estriol 0,05

Progesterona < 0,01

Testosterona 0,10

Cortisol c 0,01
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CUADRO III. REACCIONESCRUZADAS DEL ANTICUERPO

ANTI-PROGESTERONA

ESTEROIDE REACCION CRUZADA (%)

Progesterona 100,00

1la-Hidroxi-progesterona-11HS 110,00

1la-Hidroxi-progesterona 14,03

17a-Hidroxi-progesterona < 0,01

20a-Hidroxi-progesterona < 0,01

202-Hidroxi-progesterona < 0,01

Pregnendiona 21,73

17B-estradíol < 0,01

Estrona < 0,01

Estriol < 0,01

Testosterona 0,46

Cortisol < 0,01

r

r

r
r
F
r

r
r
r
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CUADRO IV. REACCIONESCRUZADAS DEL ANtiCUERPO

ANTI-TESTOSTERONA

ESTEROIDE REACCIONCRUZADA <%)

Testosterona 100,00

Testosterona-3CMO 100,00

5a-Dihidro-testosterona 20,00

SB-Dihidro-testosterona 5,00

Androstenodiona 11,50

Androstenodiol 3,50

Androstenolona 3,21

5a-Androstan-3a,178-diol 1,00

Sa-Androstan-38,178-diol ¡ 0,10

Epitestosterona 0,10

178-estradiol < 0,01

Estrona 1 < 0,01

Estrio] <0,01

Progesterona 3,74

Cortisol 0,05
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CUADRO V. REACCIONESCRUZADAS DEL ANTICUERPO ANTI-TRENBOLONA

ESTEROIDE REACCIONCRUZADA (%)

1713-trenbolona 100,00

17a-trenbolona 42,00

19-nortestosterona 5,00

Testosterona < 0,01

Progesterona < 0,01

1713-estradiol < 0,01

17a-estradiol < 0,01

Pregnenolona < 0,01

Estrona < 0,01

Cortisol < 0,01

Hidroxiprogestrona < 0,01

Corticosterona < 0,01

Zeranol < 0,01

Hexoestrol < 0,01

Dietilestilbestrol < 0,01

Dienoestrol < 0,01

Androsterona < 0,01

Estriol < 0,01
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CUADRO VI. REACCIONES CRUZADAS DEL ANTICUERPO

ANTI-TRI-IODOTIRONINA

ESTEROIDE REACCION CRUZADA (%)

L-tri-iodotironina 100,00

D-tri-iodotironina 101,00

L-tiroxina 0,06

D-tiroxina 0,12

Acido tri-iodotiroacético 62,9

Acido tetra-iodotiroacético < 0,25

3-mono-iodo-L-tiroxina < 0,06

3,5-di-iodo-L-tiroxina c 0,06
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CUADRO VIL REACCIONES CRUZADAS DEL ANTICUERPO ANTI-TIROXINA

ESTEROIDE REACCION CRUZADA (%)

L-tiroxina 100,00

1)-tiroxina 100,00

L-tri-iodotironina 3,50

D-tri-iodotironina 2,90

Acido tetra-iodotiroacético 20,00

3,5-di-iodo-L-tiroxina < 0,10

3-mono-iodo-L-tiroxina < 0,10
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CUADRO VIII. REACCIONES CRUZADAS DEL ANTICUERPO

ANTI-HORMONA ESTIMULANTE DE LA TIROIDES

ESTEROIDE REACCION CRUZADA (%)

TSH 100,00

13-TSH 100,00

HCG <0,01

LH < 0,01

FSH < 0,01

L-tiroxina <0,02

D-tiroxina <0,02

L-tri-iodotironina < 0,02

D-tri-iodotironina < 0,02

3-mono-iodo-L-tiroxina c 0,02

3,5-di-iodo-L-tiroxina < 0,02
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Tabla 1. Pesos (±E.S.M.) de los animales (kg).

Machos

Controles

Machos

Tratados

Hembras

Controles

Hembras

Tratados

Peso Inicial 38420 ±5,06 867,80 ±8,80 840,40 ±5,15 342,70 ±5,24

Peso tIna! 402,86 ±7,24 478,79 ±12,1 410,58 ±8,29 447,49 ±9,66
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Tabla 2. Concentraciones de trenbolona (ng/mi).

o horas
2 horas
8 horas
idía
2 días
3 días
4 días
5 días
6 días
7 días
8 días
9 días
10 días
12 días
14 días

Machos
0,00
0,00
0,71
0,85
2,05
0,95
1,08
2,97
0,70
0,33
0,37
0,70
0,39
0,07
0,00

±0,00
±0,00
±0,05
±0,17
+ 046
±0,14
±0,18
±0,64
±0,04
±0,04
±0,02
±0,56
±0,01
±0,02
±0,00

0,00
0,00
0,66
2,75
1,86
1,13

0,97
1,33
0,58
1,58
0,55
0,29
0,30
0,10
0,00 +

+ 000
+ 000
+ 009
+ 058
+ 027
~015
4-017
~015
+010
~015
+ 002
+ 005
+ 005
+ 003

0,00

Hembras
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Tabla 3. Concentraciones de progesterona (ng/mi)
en hembras.

Controles
565 ±054

5,39 ±0,32

5,84 ±0,38

5,93 ±0,26
643± 0,54

5,78 ±0,47

5,12 ±0,31
4,13± 0,22
3,55±0,18

222 ±0,09
1,05±0,07

0,98 ±0106
1,22 ±0,10

1,65± 0,12

3,15±0,24
4,84 ±0,18

5,96 ±0,31

5,84 ±0,45

5,65 ±0,42
2,18± 0,21

1,35±0,15

4,84 ±0,26

4,28 ±0,33
5,97 ±0,48
1,13±0,07

Tratados
5,31 ±0,46
5,48 ±0,48

5,65 ±0,39

2,43 ±0,23

1,64±0,14

1,75±0,18
184 ±0,09
1,13±0,15

2,15±0,16

1,03±0,32
2,13± 0,27

1,14±0,07

1,89±0,08

2,14 ±0,12
2,15±0,16
1,64±0,32

1,89±0,12

1,59±0,08

1,68±0,04

2,33± 0,11

1,98±0,07

2,89± 0,16
3,55 ±0,31
4,15± 0,49

2,14± 0,36

o horas

2 horas
8 horas
Idia
2 días
3 días
4 días
5 días
6 días
7 días

8 días
9 días

10 días

12 días

14 días
16 días
18 días

20 días

24 días
28 días

32 días

36 días
40 días
45 días

50 días
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Tabla 4u Concentraciones de 1 7(3-estradiol
(pg/ml) en maohos~

Controles
2,13 ±0,22
1,95±0,07
2,30 ±0,08
2,01 ±0,10
2,49 ±0,08

2,55 ±0,01

2,38 ±0,07

2,47 ±0,24
2,05±0,10
2,14±0,30
2,37 ±0,21
2,66 +0 18
3,19 ±0,22

3,44 ±0,27
2,78 ±0,25
3,06 ±0,05
3,68±0,10
4,18±0,07
5,01 ±0,10
2,23 ±0,09
2,51 ±0,09
3,01 ±0,09
3,44 ±0,40
3,18±0,15
2,75 ±0,28

Tratados
2,14±0,81
3,60 • 085

3,67 ±0,71

3,73 ±0,96
3,88 ±0,58
3,90 ±0,63

4,31 ±0,77

3,97 ±0,59
3,11 ±0,30

3,89 ±0,76
2,54±0,11
2,64 -~- 008
3,08 ±0,27

3,23 ±0,39

3,29±0,18
4,23 ±0,48
4,07 ±0,30

4,54 ±0,20

5,28 ±0,33
2,95±0,18
3,75 ±0,37

3,48±0,15

3,92 ±0,13

3,37 ±0,22
3,88±0,12

O horas
2 horas
8 horas
idia
2 días
3 días
4 días
5 días
6 días

7 días
Odias

9 días
10 días

12 días

14 días
16 días

18 días

20 días

24 días
28 días
32 días
36 días

40 días
45 días
50 días
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Tabla 5. Concentraciones de 1 713-estradiol
(pg/mI) en hembras.

o horas
2 horas

8 horas
1 día
2 días
3 días
4 días

5 días
6 días

7 días
adías

¡ 9dlaa
10 días
12 días

14 días
16 dÍas

18 días

20 días
24 días
28 días

32 días
36 días
40 días

45 días
SO días

Controles
2,88 ±0,43
2,64 ±0,20
2,03 ±0,29
2,85 ±0,25
2,29 ±0,33
2,97±0,17
2,95±0,15
3,05±0,10
3,30 ±0,01
2,80±0,15
4,65 ±0,44
6,98 ±0,36
3,88±0,14

325 ±0,12
1,76±0,18
1,52±0,04

1,55±0,10
1,59±0,08
1,84±0,09
1,85± 0,23

2,24 ±0,03

2,25±0,11
3,95 ±0,34
2,45 ±0,37
3,89 ±0,21

Tratados
3,27±
4,55 ±
4,49 ±
4,65 ±
4,74 ±
4,83 ±
4,81 ±
4,79 ±
4.45 ±
4,76 ±
4,86 ±
5,24 ±
4,89 ±
3,80 ±
3,20 ±
2,85 ±
2,60 ±
2,85 ±
3,38 ±
3,29 ±
3,24 ±
4,40 ±
6,97 ±
7,94 ±
8,52 ±

062
0,89

0,78
0,67
0,85
0,82
0,79
0,67
0,79
0,72
0,24
0,31
0,43
0,20
0,45
0,21
0,22
0,10
0,28
0,22
0,31
0,44
0,33
0,31
0,38
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Tabla 6. Concentraciones de testosterona (ng/mi)
en machos.
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Tabla 7. Concentraciones de testosterona (ng/mi)
en hembras.

Controles Tratados
O horas 2,92 ±0,38 3,12 ±0,38
2 horas 3,48 ±0,51 3,63 ±Q45
8horas 2,02±0,40 4,17±070
1 día 2,26 ±0,37 2,73 ±0,32
2 días 3,02 ±0,69 3,78 ±0,45
adías 3,25±0,21 3,42±0,53
4dias 3,12 ±0,26 3,30 ±0,48
5 días 2,38±0,41 3,09± 0,49
adías 2,58±0,19 3,12±0,48

7 días 3,05 ±0,40 3,48 ±0,54
adías 2,92±0,08 4,04±0,40
9 días 3,07±0,23 3,84±0,37
lOdias 4,13±0,17 3,64±0,38
l2días 3,17±0,32 3,48±0,39
l4dIas 4,21 ±0,58 4,39±0,42
16 días 5,06 ±0,76 7,91 ±0,96
18 días 5,26±0,63 7,03 ±0,71
20 días 4,71 ±0,39 6,52 ±0,77
24dIas 4,10±0,15 5,82±0,78
28 días 3,63 ±0,17 3,91 ±0,40
32 días 2,76±0,16 3,81 ±0,21
SOdias 3,34± 0,23 4,40± 0,41
40 días 3,62 ±0,39 3,66 ±0,29
45 días 3,15±0,08 4,46±0,44
50 días 2,78 ±0,16 3,52 ±0,33
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Tabla 8, Concentraciones de cortisol (ng/mi)
en machos.

Controles
3,73 ±0,42
3,34 ±0,76
3,28 ±0,46
3,47 ±0,03
3 13 + 0,46

3,44 ±0,53
4,03±1,10
1,74±0,37
1,18±0,12
2,30 ±0,62
4,07 ±0,24
4,23 ±0,57
3,20 ±0,21
1,74±0,04
2,41 ±0,24
1,27±0,11
1,51 ±0,23
1,56 ±0,12
1,18±0,17

1 53 + 0,18

2,23±0,18

2,87 ±0,54
4,85 ±0,02
5,24 ±0,78
4,02 ±0,71

Tratados
3,59 ±0,36
3,12±0,54
3,60 ±0,52
837 ±2,19

12,43±4,52
9,73 ±3,21
8,52±1,24
8,38 ±2,36
7,67 ±2,47
9,88±3,12
5,25 ±0,78
5,91 ±0,13
3,15±0,43
1,48±0,19
2,52 ±0,27
1,72±0,08
1,03±0,24

1,23±0,02

1,58±0,07
2,55±0,14
3,45 ±0,52
2,27±0,14
4,19 ±0,20
3,99 ±0,56
4,87 ±0,28

0 horas
2 horas
8 horas
Idía
2 dfas
adías
4 días
5 días
adías
7 días
edías
9 días
10 días
12 días

14 días
16 dIn
18 días
20 días

24 días
28 días
32 días
36 días
40 días
45 días
SO días J
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Tabla 9. Concentraciones de cortisol (ng/mi)
en hembras.

Controles

5,03 ±0,34
7,14±0,22
3,49 ±0,35
4,77 ±0,45
4,59 ±0,87
3,29 ±0,38

2,96±0,44
1,97±0,16
2,60 ±0,43
2,87 ±0,48
6,71 ±0,08

5,94 ±0,55
5,57 ±0,49
1 43 + 0,38
0,97±0,17
4,06 ±0,08
4 18 + 0,74
310 + 0,80
1,77±0,11
3,31 ±1,70
1,69±0,29
2,12 ±0,18
7,42 ±0,41
7,34 ±0,86
5,11 ±0,87

Tratados
6,68 ±2,74

10,12 ±5,40

12,01 ±2,10
10,12±1,87
11,31 ±5,10
12,52±6,54
10,34± 3,63
9,77±1,28
8,68± 1,76
9,93±1,61

12,00±2,58
8,41 ±1,72
3,84 ±0,43
2,14±0,30
2,45 ±0,72
4,38 ±0,50
~54 ±0,18
3,26 ±0,27
1,51 ±0309
1,21 ±0,15
2,20 ±0,40
2,27±0,45
9,92±1,59

10,89±1,76

8,53 ±0,83

O horas
2 horas
8 horas
1 día
2 días
3 días
4 días
5 días
o días
7 días
e días
Odias
10 días
12 días

14 días
16 días

18 días
20 días

24 días
28 días
32 días

36 días
40 días

45 días
50 días
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Tabla 10. Concentraciones de tri-iodotironína
(T3) (ng/mi) en machos.

Controles
2,01
2,21
2,27
2,21
2,24
2,42
2,41
2,56
2,56
2,72
1,79
2,08
3,13
2,35
2,62
3,28
3,10
2,96
3,38
2,72
1,79
1,95
1,82
2,22
2,23

±0,15
±0,13
±0,08
±0,17
±0,13
±0,11
±0,1
±0,06
±0,13
±0,12
±0,14
±0,13
±0,22
±0,09
±0,13
±0,14
±0,05
±0,16
±0,09
±0,20
±0,11
±0,21
±0,08
±0,16
±0,14

Tratados
2 14
3,70
3,67
3,73
3,96
4,00
4,31
3,97
3,89
3,11
2,64
2,54
3,08
3,23
3,29
4,07
423
4,54
6,26

3,95
3,75
3,48
3,22
3,37
3,88

±0,61
±0,85
±0,71

±0,96
±0,58
±0,63
±0,77
±0,59
±0,30
±0,76
±0,11
±0,08
±0,27
±0,39

±0,16
±0,48
±0,30
±0,20
±0,33
±0,18

±0,37

±0,15
±0,13
±0,22
±0,12

o horas
2 horas
8 horas
1 día
2 días
3 días
4 días
5 días
6 días
7 días
8 días
Odias
10 días
12 días
14 días
16 días

18 días

20 días
24 días

28 días
32 días

36 días
40 días
45 días
50 días
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Tabla 11. Concentraciones de tri-¡odotironina
(TS) (ng/mi) en hembras.

Contmles
2,01 ±0,09
2,07±0,10
2,06 ±0,11
1,88 ±0,11
1,85±0,05
1,79±0,08
2,22±0,11
2,14 ±0,11
2,12 ±0,02
1,98 ±0,26
1,86±007
1,78±0,14
2,07 ±0,06
1,97±0,04
1,94 ±0,11
2,43±0,10
2,52 ±0,13
2,55 ±0,10
3,23 ±0,21
1,85±0,07
1958±0,16
2,01 ±0,01
1,86±0,16
2,04 ±0,06
1,76 ±0118

Tratados
2,12±0,16

2,37±0,18
2,34±0,10
2,17 ±0,25
2,10±0,19
2,33 ±0,16
2,33 ±0,22
2,38 ±0,23

Z21 ±0,17
2,35±0,15
1,86±0,08
1,89±0,08

1,85±0,09
2,36±0,13
1,79±0,07
2,30±0,14
2,62 ±0,18
2,97±0,11

3,17±0,18
1,73±0,12
1,86±0,15
2,18 + 011
1,93±0,08
1,78±0,09
1,80±0.09

o horas
2 horas
8 horas
Idía
2 dÍas
3 días
4 días
5 días
6 días
7 días

8 días
Odias
10 días
12 dIn
14 días

16 din
18 días
20 din

24 días
28 días

32 días
36 días
40 días
45 días
50 días
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Tabla 12. Concentraciones de tiroxina (T4)
(pg/dI) en machos.

131



Tabla 13. Concentraciones de tiroxina (14)
<pg/dl) en hembras.

Controles
0,27
8,48

7,45
9154

5,94
9,42
8,18

11,51
9,44
8,64
8,11
7,30

5,75
8,87

14,06
14,43
9,57

10,66

1 2~63
12,87

11,44

10,87

8,61

7,55
6,82

±0,44
±0,73
±0,93

±0,88
±0,20
±0,78
±0,81
±0,46
±0,86
±0,41
±0,48
±0,89
±0,05
±0,70
±0,54
±0,77
±0,68
±0,61
±0,56
±0,23
±0,67
±0,38
±1,31
±0,57
±0,81

Tratados
9,09 ±0,61
8,38 ±0,67
8,08 ±0,31
8,59 ±0,53
5,99 ±0,78
7,60 ±0,46
7,65 ±0,55

9,59 ±0,68
7,43 ±0,33
8,95 ±0,42
8,42 ±0,28
7,11 ±0,38
5,19±0,57
7,22 ±0,23

13,94±0,86
12,08±0,75
10,03±0,77
11,53±0,78
11,41 ±0,23
12,90±0,80
12,57±0,31

11,77±0,16
7,68±0,16
8,06 ±0,37
8,36 ±0,43

o horas
2 horas
8 horas
1 día
2 dfas
3 días
4 días
5 días
6 días

7 días
8 días
O días
10 días
12 días

14 días
16 días
18 días
20 días
24 días
28 días
32 días
36 días
40 días
45 días
50 días
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Tabla 14. Concentraciones de hormona estimulante
de la tiroides (TSH) Q¿U/mI> en machos.

¡ Ohoras
2 horas
8horas

¡ Idia
2 días
3 días
4 días
5 días

¡ Odias

7 días
¡ adías

9días
10 días
12 días

14 días
¡ 16dm

18 días

20 días
24 días
28 dÍas
32 días
36 días
40 días
45 días
50 días j

Controles
141 ±0,01
1,49 ±0,05
1,35±0,01
1136±0,02

1,36±0,01

1,28±0,03
1,33±0301
1,03±0,01
1314±0,35
0,88~ 021
1,33±0,01
1,54±0,14
1,37±0,01
1,05 ±0,01
0,81 ±0,40
0,06 ±0,01
0,07 ±0,01
0,05 ±0,01
0,04 ±0,01
0,22 ±0,02
0,23 ±0,01
0,25 ±0,02
1,34±0,01
1,37 ±0,02
1,45 ±0,04

Tratados
1354±0,19
1,61 ~021
1,78±0,23
1,81 ±0,12
1,98±0,23
1,86 + 025
1,78±0,23
2,16±0,50
2,05 ±0,54
1,62 + 039
1,71 ±0311
1,72±0,06
1,77±0,16
1,80±0,46

1,72±0,22
1,42±0,34
1,61 •044
1,82±0,46
1,89±0,83
1,38±0,47

1,57±0,54
1,48±0,43
1,89±0,19
1,91 ±0118
1,62 + 005
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Tabla 15, Concentraciones de hormona estimulante
de la tiroides (TSH) QiU/ml) en hembras.
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DISCUSION



El diseñode la experimentaciónse llevó a cabo de acuerdocon el análisis

estadfsticoque se iba a realizar (BMDP) siguiendo las directrices del Sistema

Informático de Somosaguasde la UniversidadComplutensede Madrid (UCM), con

el fin de poderobtenerunosresultadosestadfsticamentemanejables,paralo cual se

planificó cuidadosamentela elecciónde cadavariablebiológica. Ya se ha señalado,

enel capftulodematerialy métodos,la formaen la quesehanelegidoestasvariables

biológicas;sinembargo,nospareceimportanterecordardenuevoesteproceso,yaque

a lo largodeestecapftuío,discutiremoslos alteriosenlosquenoshemosbasadopara

la planificacióny el desarrollode nuestraexperimentación.

Lasvariablesbiológicasutilizadas,fueron:

a1 Númerode animal

Horao díade la toma de muestra.

3• Perfiles hormonalesde: cortisol (C), 1713-estradiol(E2), progesterona

(P4), testosterona(1’), trenbolona,tri-iodotironina (T3), tiroxina (Tj,

hormonaestimulantede la tiroides (TSH).

Grupo animal: tratadoso testigos.

Sexo.

Pesoinicial

Pesofinal
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Criterios deselecciónde la noblaciónestudiada

.

La población fue seleccionadaal azar, pero siguiendo unos criterios

determinados.

Enprimer lugar, setuvo encuentala estirpeeligiendo Limousinex Charoles.

Los diferentesautoresconsultadosutilizan otras razasde aptitud cárnica(Heitzman

y Harwood,1977; Heitzmanet al 1979; Peterset aL 1984; Leeet al, 1990;Huntet al

1991; Ainslie a aL 1992)pero nosotroscrehnasoportunoutilizar ésta,dadola gran

difusión que este cruce tiene en nuestro país; debido a su gran capacidadde

adaptación,asícomo, su gran especializacióncárnica,su gran desarrollomuscular,

ligerezade piel y escasopesoóseo,proporcionandoelevadosrendimientosy ésto,

juntoconsuvelocidaddecrecimiento,permiteobtenerternerosprecoces.Los machos

son excelentessementales,utilizadosparael cruce industrial y parala potenciación

de la producciónde carne.Por lascaracterísticasanteriormenteexpuestasy teniendo

en cuentala expansiónrecienteque estáexperimentandoeste cruce en España

(Lamo. 1990),podemosconcluirdiciendoqueestecrucepresentaunexcelentefuturo.

La edado, másconcretamente,el peso,comoun factorde influenciadecisiva,

setuvo encuentaennuestroestudio;y el queestosanimaleshubieranalcanzadola

pubertadya que estádemostradoqueel uso de los anabolizantesretrasala edadde

la pubertadlo que nos podríainfluir a la hora de la determinaciónde los perfiles

hormonalesentreel grupocontroly tratado.Morana aL (1990)estudiaronlosefectos

de los implantesde acetatode trenbolona,sobre la fertilidad y reproducciónde

ternerasHerefordx Frisian, concluyendoquelos agentesanabolizantesdemoranla

pubertad,aunquelos animalesalcanzabanéstacon máspeso, pero también con

mayor edad. Así niisnio se incrementanla incidencia de estros no ovulatorios,

provocandounretrocesoenel desarrollodel tractoreproductivodela hembra,cuando

se adminisíraa ternerashacialos 84 días de edad.Todo ello nos llevó a utilizar

animalespúberesy enlashembrasse realizó unasincronizacióndel celoprevia,para

quetodasellasseencontraranen el mismo estadiodel ciclo estral.
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En segundolugar, se dispusode una población control, con las mismas

características,alojadasbajo lasmismascondicionesy recibiendo,por tanto,idéntico

manejoy alimentaciónparafavorecerla homogeneidadde los resultadosy que éstos

pudieranserrepresentativosde lasconcentracioneshormonalesdeéstas,conla única

diferenciade que a estosanimalesseleccionadosno se les aplicó ningún tipo de

tratamientohormonal,factordeterminanteparalosresultadosdenuestroexperimento.

Se comprobó,además,el estadosanitariode los animalesanalizados,para

asegurarque ésteerael adecuado.

Elecciónde la técnicaanalítica

La elecciónde la técnicaanalíticaque sevayaa utilizar deberealizarsecon

sumocuidado,puestoquedeellava adependerquelos resultadosdenuestroestudio

seanrealmenteválidosy alcancenlos objetivospropuestos.

Existeunagranvariedadde técnicasdeanálisisde hormonas;sin embargo,el

desarrollode las técnicasinmunológicas,desdehace aproximadamenteunas tres

décadas,causóuna verdaderarevolución dentro del mundo de la endocrinologla

(Blake y Gould, 1984),por lo quesu utilizaciónparala determinaciónde hormonas

es cadavez mayor, en todo el mundo, quizás debido a sus característicasque les

confierengrandesventajassobreotrastécnicasanalíticastradicionales.

Dentrode las técnicasinmunológicasel radioinmunoánalisis(RIP.) hasido la

estrella,desdequeen 1969Abrahamdesarrollasesu ensayoparael 1713-estradiol.Sin

embargo,estatécnicaposeeuna seriede gravesinconvenientes:la cortavida media

de susreactivos,el pequeñonúmerode isótoposquesepuedenusaren la práctica,

la realización de esta técnica entrañariesgosreales sobre la salud; además,la

radiación puede causar daños e incluso la destrucciónde las moléculasde las

hormonas marcadas; la automatizaciónde la técnica es difícil debido a sus
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características;la infraestructuray el equipamiento,necesariosparadesarrollareste

métodono estánal alcancede todos los laboratoriosy se necesitaun personal

Altamente cualificado, y por último, el uso, destruccióny eliminación del material

radiactivo,estásujeto,generalmente,aunasmedidasde seguridadmuy estrictasy a

unainfraestructurade la que no todos los laboratoriospuedendisponer(Schuursy

Van Weemen,1980; Riad-Faihmya al, 1981; Blake y Gould, 1984; Tijssen, 1985:

Munro y Lasley, 1988).

Todos estosinconvenienteshan dado lugar, en las dos últimas décadas,al

desarrollodeunaseriedetécnicasinmunológicas,no isotópicas,paradeterminaciones

hormonales,sustituyendolos isótoposradiactivospor otrassustanciasmarcadoras;de

tal manera,quelas técnicasresultantesreúnentodaslas ventajasdel RIP., evitando

susgrandesinconvenientes,sobre la utilización de la radiactividad.De entretodas

ellas, los enzimoinmunoanálisis(EIA) hicieronsu aparicióna principios de la década

de los setenta(Van Weemeny Schuurs, 1972) y han constituido la más clara

alternativaal RIP.,al poseerunaseriedeventajas:sensibilidad,detectabilidad,rapidez

y especificidadmuy elevadas,no siendonecesariorealizarun tratamientoprevio de

la muestrao, en el casode queserealice,no escomplicado.La reproductibilidades

grandey la evaluaciónobjetiva.Es realizablebajo condicionesde campo.No existe

el peligro deradiaciones.La versatilidadde los análisispuedeser significativamente

incrementada,debidoala gran variedaddeenzimasy a suspropiedadesespecificas.

El costede los reactivosesrazonablementeeconómicoy conunavida medialarga,

asícomoel equipamientorequeridoesrelativamentebaratoy nonecesitaunpersonal

Altamente cualificadoparala realizaciónde estastécnicas(Tijssen, 1985; Munro y

Lasley, 1988).

A todo lo anteriorhayqueañadirque, desdesu aparición,estosmétodosno

sólo se han utilizado en investigación,sino que han sido enfocadoshacia el

diagnósticopráctico,lo quehacequela aplicacióndeestastécnicasenendocrinologla

veterinariaseamuy interesante(Schuursy Van Weemen,1980).
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Una vez evaluadas y comparadas las característicasde los métodos

inmunológicosde análisis hormonal, isotópicosy no isotópicos,nos decidimospor

estosúltimos, puestoque eranidóneospara nuestrainfraestructura,ademásde la

posibilidad de adaptarlospara pruebas de campo que nos pareció de suma

importancia.De entretodoselloselegimosel ELISA (Enzymelinkedimmunosorbent

assay)decompetición,enmicroplaca,por serla másutilizadaparala determinación

de hormonas,queposeanun pesomolecularmuy bajo y no puedanunirsea dos

anticuerposa la ve; como ocurre con las técnicasde tipo Sandwich (Munro y

Stabenfeldt,1984).Estatécnicahasidoempleadaparala determinacióndetodo tipo

dehormonasendiversosfluidos biológicoscomoplasma,suero,saliva,y orina(Dray

et al, 1975; Saueret al., 1981)y liquido folicular (Silván, 1991).

La eleccióndelmétodoELISA estádeterminadaprincipalmenteporel método

deseparacióndelas fraccionesunidaal anticuerpo/librey por el usode la homología

o heterologla.La separaciónde ambasfraccionesesnecesariadespuésde la reacción

inmunológica,con el fin de detectary cuantificarla hormonasin marcar.

Schuursy Van Weemen(1980) recomiendandeterminarla hormonaen la

fracciónunidapor variasrazones:las sustanciasde la muestraque interfierenen el

ensayoseeliminanfácilmente,la reacciónenzimáticasepuedellevar a caboen las

condicionesóptimas y, por último, no requiereuna purificación tan estricta del

conjugado,asíque, si existeenzimasin conjugar,al ser eliminada,éstano modifica

los resultados.

En la primeraetapadel ensayo,unacantidadfija y limitada de anticuerpose

fija a la parte sólida. En anticuerpoque no haya reaccionadose elimina en el

posteriorlavado.Después,seañadeunamezclade muestraproblema,o estándar,y

el conjugadohormona-enzima.Consucesivoslavados,seelimina la fracciónlibre y la

enzimaresidual, sin conjugar.Finalmente,la fracciónunidamarcadasedetermina

mediantela adición delsustratoy la lecturade la absorbanciadel color desarrollado.
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En cuantoal tipo de análisis,seha utilizado cl métodohomólogo,frente al

heterólogo.En la elecciónde uno u otro métodoexisteunagran controversiaentre

los autores.Los partidariosdel métodoheterólogo(Van Weemeny Schuurs,1975,

1976; Abukneshay Exley, 1978; Van deWiel y Koops,1982; 1986; Saueret aL, 1986)

argumentanqueaumentala sensibilidadde lastécnicasdeanálisis.Esto esdebidoa

queel enlacequeunela hormonay la enzimano esreconocidoantigénicainentepor

el anticuerpo,luego la afinidadde éstepor la hormonalibrey conjugadaessimilar,

favoreciendola reacciónde competiciónentreambas.Por el contrario,otros autores

(Dray aal,1975; Tateishíaal, 1977; Maurela al, 1985; Marcusy Durnford, 1986)

señalanquela sensibilidadobtenidaen los ensayoshomólogosy heterólogoses la

mismay que, paradisminuir la afinidad del anticuerpopor el derivadohormonal,

unido a la enzima,sedebeaumentarla dilución delanticuerpoenel ensayo,asíque,

con el mismovolumende anticuerposepuedenrealizarmásensayos.

Comosepuedededucir,el problemasigueaúnsin resolversedel todo, por lo

que ennuestrocaso,seutilizó el métodohomólogopor la disponibilidadde obtener

comercialmentederivadosesteroides(parautilizarlos como inmunógenoso en el

conjugadoenzimático),al carecerde la infraestructuranecesariapara realizar,en

nuestrolaboratorio,la síntesisde nuevosderivadosesteroides.

En cuantoa la fasesólida, se eligió la microplaca,debido a que como el

anticuerpoestá unido a ella, la separaciónentre las fraccioneslibre y unida se

consiguefácilmentemedianteun volcado y varios lavadosconsecutivos.Además,

variosautoresseñalanque se consigueaumentarla repetibilidadde la técnica,en

comparaciónconotrasfasessólidas(Burrelsy Dawson,1982; Wimpy et aL, 1986).

Los anticuerposseadhierena la fasesólida segúnel métodopropuestopor

CoIl (1988)quediluye los anticuerposenaguapurificada(pH = 7), a 37~Cdurante

16 horas. Esta observacióntambién se puede realizar con una solución tampón

carbonato-bicarbonatode pH= 9,6 durante16 horasa 40C (Van de Wiel y Koops,

1982; 1986; Munroy Stabenfeldt,1984; Munro y Lasley, 1988)o contampónacetato

de pH= 4-5 (Sauera aL, 1982; Marcusy Durnford, 1986). Con el métodode Colí
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(1988)sereducesignificativamenteel colorinespecíficodefondoy sehaobtenidoun

incrementoen la repetibilidadde la técnica.

La dilución del anticuerpoque seutilizó fue de 0,5-1 sgpor pocillo (Van de

Wiel y Koops, 1986),enun volumende 100 »l porpocillo. Estacantidadessuficiente

paratapizartoda la superficiedelpocillo.

La adsorcióninespecificadel conjugadoenzimáticoseimpide añadiendouna

solución tampónfosfato 0,01 M, con 0,1% de BSA (AlbúminaSéricaBovina), en la

reacciónde competición.

El tiempo que se empleaen el tapizadode la placa,con la dilución de las

muestrasenel conjugado,no superólos ochominutos.Estofavorecela repetibilidad

y la igualdad de los valores de absorbanciaentre la filas E0S y E0E, (Munro y

Stabenfeldt,1984).

La reacción de competiciónse llevó a cabo a 20 ± 3~C, en la oscuridad,

durante2horasy evitandotemperaturassuperioresa24~C,ya queencasocontrario,

estas temperaturasprovocaríanuna disminución de los valores de absorbancia,

incrementándoseartificialmentelos valoresde concentración(Zarco, 1988).

Para la reacciónenzimáticase empleóperóxido de hidrógeno(H202) como

sustratoy ortofenilén-dianiinadilhidroclorhidrato (OPD) como cromógeno,que al

reaccionarcon la enzimadelconjugado(peroxidasade rábanopicante)produceuna

coloraciónvisible y establedurantehoras. Estareacción se realizó a temperatura

ambiente(siempredentrode losmárgenesantesseñalados)y enla oscuridad,durante

unahora.A continuación,seprocedióa la lecturade la absorbanciasegúnel color,

enel lectorautomáticoELISA quelo realizaendiezsegundos.Graciasaestarapidez,

las variacionesentreel primer y último pocillo no son significativas lo que hace

innecesarioel frenadode la reacción.
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Dadala gran experiencia,queen nuestrodepartamentotenemosenel ELISA

decompetición(Silvan 1991;Blass1992;Esteban1992).Adoptamosestatécnicacon

lasmodificacionesoportunas,parala determinacióndetrenbolonaa nivel sanguíneo,

aunqueutilizamos,además,otra técnicala cromatografíalíquida de alta resolución

(HPLC).

Con ello seconsiguióun objetivo muy importante:la validaciónde nuestra

técnicade análisishormonaldeTBA en el plasmadela especiebovina,puestoque

los valoresobtenidoscoincidían conlos de otros autores(Schopperet al, 1983) y

aunque,enunprincipio, empezamosautilizarel Kit comercial(LaboratoriosRandox),

intentamosvariar estatécnicapara obtenermejores resultados.En primer lugar,

modificamosla dilución delanticuerpo,consiguiendoalcanzarunadilucióndetrabajo

de 1/1000,conlo queseaprovechamuchísimomásel anticuerpocomercial,asícomo

la incubacióndel mismo;la cual serealizó a 370C durante18 horasen la oscuridad,

obteniendouna mejor adsorcióndel anticuerpoa la fase sólida (pocillo de la

microplaca).En segundolugar,modificamosla mezclautilizadaparala reacciónde

competición,en la cual añadimos50 sI de la solución buifer ELISA y 50 ¿¿1 de la

mezclaque estabacompuestapor la muestraa analizar,diluida en la soluciónde

conjugado,conestamodificaciónseobtieneunmayoraprovechamientodelconjugado,

unamayorreaccióndecompeticiónentrela hormonamarcaday sinmarcary el poder

disponerde másmuestraparaotrasdeterminaciones,ya quesereduceala mitad la

cantidadquesenecesitade la misma.

Todolo citadoanteriormente,nos llevó a la conclusiónquelasmodificaciones

realizadasen el ELISA paratrenbolonamejorannotablementesu sensibilidad,así

como,un factor muy importantecomoesel económicoya quede un Xli comercial

podemosrealizar,envezdeunasolaplaca,hastacuatro,conel ahorroeconómicoque

estolleva consigo.

La cromatografíalíquida de altaresoluciónestáconsiderada,en la actualidad,

comoun potenteinstrumentoutilizable en el análisis de una ampliavariedadde

muestras.No obstante,uno de los inconvenientesquefrecuentementeseobservaes
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unainadecuadaselectividady una sensibilidadlimitada en el procesode detección,

particularmentecuando se pretendedeterminarcompuestos-traza,en matrices

complejas,talescomofluidos biológicaso en el controlde contaminaciónambiental.

La sensibilidadque obtuvimoscromatográficamentefue baja (12 ng/mI), en

comparaciónconla obtenidaa travésdel ELISA decompetición,validadoennuestro

Departamento(0,25 ng/mI). La baja sensibilidadobtenidapor HPLC para TBA,

coincide con lo descrito por Jouqueyet aL (1983) sobre el HPLC y su escasa

sensibilidadparadetectardicho anabolizanteenel suero,asícomo,la dificultadque

entrañala utilización dedicha técnicaanalíticaen la cuantificación,ya quepueden

existir otrassustanciasqueabsorbanala mismalongitud de ondaquela trenholona.

En el capítulo de resultadosse expresa el limite de detecciónpara la

trenbolonapor HPLC, que fue dc 12 ng/ml de unasoluciónestándarquecontenía

distintasdilucionesde trenbolona.Como sepuedeapreciaren la tabla 2, tanto en

machoscomo en hembrasen ningunode los casosla concentraciónmáximao más

alta analizadafue de 3,5 ng/ml obteniendoun máximovalorparalas hembrasa los

3 dfasde la experimentaciónde 2,75 ± 0,58ng/mI, por lo queno pudimosanalizar

muestrasde plasmasanguíneo,de nuestraexperimentaciónpor HPLC, ya que esta

técnica,por ahora,no eslo suficientementesensibleparaello.

A todo lo anteriorviene a sumarseun factor económico,ya que no estáal

alcancede todos los laboratoriosefectuaruna inversión tan elevadapara poder

adquirir todos los aparatosy reactivosnecesariosparael HPLC.

Otradificultad, conla quecontábamos,erala de la preparacióny purificación

de la muestrade sangre,dadoque serequiereun complejoprocesamientoantesde

serintroducidaenel cromatógrafo.Estapurificación, ala vistade la altasensibilidad

dadapor el ELISA, se mostró innecesaria.Por todo ello, podemosconcluir que el

ELISA, modificadoen nuestrolaboratorio,resultaun métodomásacertadoparala

deteccióndeTEA ensangre,queel HPLC. Además,decaraa la prácticaveterinaria

enmataderos,el ELISA presentados clarasventajas:
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- La obtenciónde la muestraparala deteccióndeTEA ensangreesmás

asequiblequela obtenciónde orina(dondesesuelerealizarla técnica

HPLC), dadoqueno serequieresondara la res.

- El ELISA esun métodomásrápido(4 horas)queel HPLC (24 horas).

Estasdos ventajas,junto a su sencillezy economía,hacendel ELISA de

competiciónun métodoidóneoparasu aplicaciónen la prácticaveterinaria.

Los resultadosde estosanálisisseencuentranreflejadosen las gráficas, estos

nosindicaronquenuestratécnicaeraperfectamenteválida,parala determinaciónde

las hormonasesteroidesasícomode las tiroideas.La validaciónde estatécnicade

análisis hormonal en plasma de esta especie fue realizadapor Silván (1992)

coincidiendolos valorescon los de otros autores,usandoRIA y ELA como técnicas

deanálisis(Garvericka aL,1971;Schamsa al., 1977; Dobson,1978;Wisea aL, 1982;

Hansely Convey, 1983; Dobson e: al, 1986; Marcusy Durnford, 1988; Meyere: al.,

1990).

Resultadosobtenidos

Unavezestandarizadaslastécnicasdeanálisishormonalseprocedióal estudio

estadísticode la población de hembras(control y tratados)y machos(control y

tratados).

En el Gráfico 1 seencuentranreflejadaslas mediasdevariacionesdepeso,en

machosy hembras,encontradasentreel principio y el final de la experimentación,

tanto en animales tratados como en controles. En la Tabla 1 se encuentran

representadoslos valoresmedios(media ±E.S.M.)de los pesosde los animales(kg)

controles y tratados, al principio y al final -pasadoslos cincuentadías de la

experimentación-,pudiéndoseobservarque el peso inicial de los machoscontrol

(384,20±5,06)y tratados(367, 80 ±8,36), asímismo de lashembrascontrol (340,40

+ 5,15) y tratadas(342,70 ± 5,25) al principio de la experienciason similares.Se
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intentó que los lotesde los animalesfueranlo máshomogéneosposibles,lo quese

demuestraen la pequeñadiferenciaqueexiste entrelos mismos,dependiendode si

sonmachoso hembras,teniendoencuentaquelos machostienenun mayorpesoque

las hembrasparaunamismaedad,ya queel desarrollamuscularesmásacusadoen

los primeros,coincidiendocon el quedeberíantenerparaesaedad.

Observamosunadiferencianotableen lasvariacionesdepesos(kg), tanto en

machoscomoenhembraspasadosesoscincuentadías.Losmachostratados,presentan

unagananciade pesode 105,99ldlogramosy los control de 78,16 kg, al final de la

experimentación,existiendo27,83kg dediferencia,valoresquerepresentanun28,81%

y 20,34%respectivamentede incrementodepeso,lo queporcentualmenterepresenta

un aumentoen los machostratadosal final de la experimentaciónde un 23,31%

respectoal pesoinicial de los machosutilizadoscomocontroles.

La diferenciadepesoaún esmayor en las hembras,ya quellegarona diferir

en 34,61 kg entretratados(104,79kg) y controles(70,18kg) desdeel principio y el

final del experimento.Porcentualmenteel incrementoqueexperimentanlas hembras

esdeun 3 1,46%,respectoal pesoinicial de las hembrascontrol.

El análisis estadísticode estos resultadosrevelauna diferenciasignificativa

entrecontrolesy tratadosde p < 0,05 en los machosy p< 0,01 paralas hembras.

Estos hallazgosconfirman los ya descritosen la literatura. Es conocidala

influenciaque ejerceel sexoo masconcretamenteel estatushormonaldel animal,

sobre la velocidadde crecimientoe Indices de conversión.Así los machosadultos

experimentanun crecimientomás“rápido’ que los machosjóvenesy estosúltimos

más que las hembras jóvenes. Estos perfiles hormonales, pueden alterarse

exógenamente,por la administracióndediferentesesteroidesconel fin deobtenerun

mayor rendimientodel animal. Burris e: aL (1953) estudiaronel incrementoen la

gananciadepesoenganadovacunotrasutilizar la hormonamasculina(testosterona),

llegandoa la conclusiónque seproducíaun 11% de incrementoen el pesode los

novillos y un 21% en el de las terneras.Heitzmany Chan (1974) analizaronel
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incrementodepesoen las terneras(Frisianx Ayrshire) conun únicoimplantede300

mg deacetatodetrenbalona,experimentandoun incrementodel23%frenteaun 16%

enlos animalescontrol. VanDer Wal (1975) realizóunarevisiónsobre la utilización

de andrógenosy/o estrógenospara incrementarla produccióncárnica. (lialbraith

(1980)analizó el efectoqueun único implantede 300 mg de TBA ejercíasobre el

crecimiento de las terneras (Hereford x Frisian), siendo éste de un 23% en

comparaciónconungrupocontrol al queno fue aplicadóningúntipo detratamiento.

Henrickse: aL (1982)enternerasconla aplicacióndeun implantede300 mg TRA,

en un períodode tiempo similar al nuestro(62 días), obtieneunosincrementosde

pesodel 18%y del 15% en animalestratadosy control, respectivamente.

Por lo que se refiere a los machos;Heitzman et aL (1977) estudian el

incremento de pesa en novillos con dos diferentes tratamientos, siendo este

incrementodeun 20% enlos animalestratadosconun implantede 300mg de TBA

y enlos controlesdeun 16%, indicandoestosautoresquela combinacióndeTBA con

estrógenosmejorael rendimientodelanimal.Peterse:al (1984)vió el efectoque,300

mg de TRA con 30 mg de hexoestrol, ejercía sobre novillos, obteniendounos

incrementosdeun23%respectoaun 17%enlosanimalescontroles.Leeel aL (1990>

con la combinaciónde 200 mg de TEA y 24 mg de estradiolen novillos (Angus x

Brahaman),obteníaunosincrementosdel25%frenteaun 19%en aquellosanñnales

que no seles practicóningún tratamiento.Ainslie et al (1992) estudiala influencia

queejerce,el TBA conestradiol,sobreel crecimientodenovillosHolsteinobteniendo

unosincrementosdel 29% y 18%, respectivamente.

A tenorde los resultadosde nuestroestudioy los obtenidospor los distintos

autores,se puede apreciarque existe una gran variabilidad en los rendimientos

obtenidosenlos distintosanimalesconlos diferentestratamientos.Posiblemente,esas

diferenciassedebana la raza,alimentación,edady el método de administracióndel

anabolizante,así como al manejo de los animales.De cualquierforma, nuestros

rendimientos están en la línea de otros autores que trabajan en similares

circunstancias.
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El Gráfico 2 presentalas variacionesde concentraciónde trenbolonaen las

muestrasde plasmaobtenidasen machosy hembras,a lo largo de los 14 días

siguientesa la colocación del implante. Comopuede apreciarseen la gráfica, las

concentracionessonmuy variables,tanto en machoscomo en hembras.En éstasse

observaun pico (2,75 ± 0,58 ng/mI, C~1) entrelas 8 y las 24 horassiguientesal

implante, siendo éste más alto que el de los machos, que lo presentan

aproximadamentea las48 horas(2,05 ± 0,46 ng/mi, C~1). Luego,enamboscasos,

seobservaun segundopico, muy alto en los machos,que alcanzaunaconcentración

de casi 3 ng/mi ~ el quinto día de tratamiento.En las hembrasaparecendos

mesetas,con un máximo de algo más de 1,5 ng/mi (C~~~) el séptimo día de

tratamiento.En ambossexos,las concentracionesdesaparecenprácticamenteel día

14 de la experimentación,quecoincideconla tomanúmero15. La tabla2 ilustra las

concentraciones(media±E.S.M3,conlas queseha construidola gráficacitada.

A la vistade la Gráfica2podemoshacerunaseriedecomentariosquenosvan

allevar aunasconclusionesprecisas.En primer lugar,parececomosi los implantes

fueranprovistosdeunacantidadde trenholonadefácil disponibilidad,justificadapor

las altasconcentracionesdel principio del experimento.Después,la otra fracciónde

trenbolonapareceliberarsemástardíamente,comoconsecuencia,sin duda,de llevar

el implante unos excipientesque producenuna liberaciónretardadadel principio

activo. Por otro lado, el quela trenbolonadesaparezca,prácticamente,de la sangre

al cabo de los 14 díasde administradoel implante nos lleva a la conclusiónquela

trenbolonaes fácilmente metabolizable,como ya han demostradootros autores

(Pottier et aL, 1975; Ross, 1980; Rico et aL, 1981), y que si se dejaun tiempo de

espera,entrela aplicacióndel implantey el sacrificiodelanimal,no parecequeexista

peligropotencialparalos consumidoresqueingierancarnederesesasí tratadas.Ese

tiempo de esperase ha estimadoen unos 30 días. Aquí queda demostradoque

despuésde los 14 días no hay concentraciónmedible y eso a pesarque hemos

dispuestode una técnicaaltamentesensible,comoya seha demostradoen páginas

precedentes.Si la demoraqueseharecomendadoesdemásde30 díassedebeaque

lo másnormales quelos ganaderosutilicen dos implantes,siendorecomendadala

administracióndelsegundodeellosa las dossemanasdelprimero,paraobtenerunos
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mejoresrendimientos(Henrickse: aL, 1982), justamentecomo seve en la gráfica

cuandohan desaparecidolos niveles sanguíneosdel primero de los implantes.

Nosotros,comoquedadicho, sólo hemosutilizado un implanteparadeterminarla

cinéticade la sustancia.Son metasdiferentes.

A pesarde la escasabibliografía existente,nuestroperfil sanguíneode los

nivelesdeTEA enhembras,essimilar al descritoporHenrickse: al. (1982),sólo que

esteautor obtieneunosvaloresinferioresa las 24 horas <1 ng/ml frente a los 2,7

ng/mi),siendo,además,la duraciónde los nivelesensangrecercanaa los treintadías

frente a los 14 díasnuestros.Schopper(1983),conunadosisigual a la empleadaen

esteestudio,obtieneun pico inicial a las24 horas(enplasma)de 2,5 ng/ml.También

la concentraciónde la TBA esmayoren el tiempo,pudiéndosedetectarhastael día

40. El porquédela diferentepermanenciaensangredelTBA, puedeestarenrelación

con los diferentestipos de implantesutilizados en los trabajosya citados,puesla

liberación del principio activo puede ser más o menosretardada,o bien, con el

métodode análisisempleadoy a las condicionesdemanejo,asícomoen la razade

los propiosanimales.

Como se recordará,decíamos, en capítulos anteriores,que una de las

motivacionesque nos llevó a hacerestaexperimentación,fue la escasabibliografía

existentede como un sólo implante de acetatode trenbolonapodíaafectara los

perfiles hormonalesendógenosde los animalestratados,en comparacióncon los

controles,comopodremoscomprobartrasel análisisde nuestrosresultados.

En cuanto a la influenciade la trenbolonasobre el perfil hormonalde la

progesterona,como muestra el Gráfico 3 (téngase en cuenta la falta de

proporcionalidadenel eje de abcisas),querepresentalas concentracionesplasmáticas

deprogesteronaencontradasen las hembrascontrolesy tratadas,sepuedeapreciar

como las hembrascontroles son hembrascíclicas y durante los 50 días de la

experimentaciónpresentancasi tresciclos estralescompletos.Esto sedemuestrapor

los valoresobtenidosenel día 10, encual los animalesteníanunaconcentraciónde

progesteronaplasmáticade 1,22 ±0,10 ng/ml correspondiendoestosvaloresconla
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fasede luteolisisy el comienzode la fasefolicular del ciclo estralen estashembras.

Así mismo,entrelos días28 al 32de la experimentaciónapareceotradisminuciónde

los nivelesdeprogesterona(2,18 ±0,21; 1,35 ± 0,15ng/mi) correspondiéndoseestos

valores con la mencionadafasedel ciclo estral.Por último, el día 50 se vuelve a

repetirestedescensode los valoresplasmáticosdeprogesterona(1,13 + 007 ng/mi)

indicándonosquecomienzaotro nuevociclo enestashembras.

Todoslosvaloresobtenidosestándentrodelmargenaceptadocomofisiológico,

en ganadovacuno,si bien, este incluye un rango muy amplio de concentraciones,

abarcandodesde0,6 ng/ml a 6,6 ng/ml <Dobsony Kamonpatana,1986;Peters,1987)

dependiendode la fasedel ciclo enqueseencuentreel animal.Estemargentambién

estádentrode lo descritopor Silván (1991)y porBlass (1992),aunqueen el primer

caso se utiliza la vaca de raza frisona y, en el segundo,raza limousine pura,

encontrándosediferenciassignificativas entre ambasrazasde ganadovacuno.En

nuestroestudio,los animalesutilizadosfueronde cruce limousinecon charolés,con

lo que, comosepuedeapreciaren la tabla3, estosvalorescoincidenmásconlos de

Blass (1992)(margenes:0,49 ±0,06 ng/ml y 5,85 + 024 ng/mi),ya queennuestro

casotambiénerananimalesdeproduccióncárnica.Estoviene ademostrarqueno se

debeutilizar siemprecomo modelo de la ciclicidad y de los perfiles hormonales

esteroidesa la razafrisona, ya que existen diferencias que puedenllevamosa

conclusioneserróneas.

En las hembrastratadas(Gráfico 3) no podemosapreciarestaciclicidad ya

que, al habersido implantadascon trenbolona,seproduceunadisminuciónde la

actividadfolicular, conlo quelashembraspasana estarenun estadodeanestro,casi

bastael día 40 de la experimentación,momentoen el cual susnivelesparecenque

coincidenconlosde lashembrascontrolesproduciéndoseunaelevaciónde los niveles

deprogesteronaplasmáticaya quecomo sepuedeapreciaren la tabla3, en ningún

momentode la experimentaciónanterioral día 40, los animalespresentaronun nivel

superiora 2,5 ng/ml deprogesteronaplasmática,hechoindicativo de la abolicióndel

crecimientofolicular. A partir deldía40 estosvaloresya alcanzanunnivel de355 +

0,31 ng/nul, por lo quesededucequeen estosanimalesel ovario comienzaa tener
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desarrolloo crecimientofolicular, lo cual trae consigola nuevaciclicidad de estos

animales.El efectoqueproduceesteesteroideandrógenico,acetatode trenbolona,

en los animalesde nuestraexperimentaciónes debido a que parecenperder su

ciclicidad comoconsecuenciadel tratamiento,lo que,coincidiendoconlosresultados

descritospor Heitzmany Chan. (1974),Heitzmane: aL (1977) en la vacade raza

frisona aunque,como seha señaladoanteriormente,estosperfileshormonalesson

algo diferentes en esta raza. Esta disminución prolongadade los niveles de

progesterona(esdecir, la aboliciónde la ciclicidadde las hembras)puedeserdebida

a que cuandoseutilizan agentesanabólicos,en producciónanimal, estospueden

actuarinhibiendola secreciónhipofisariade la hormonaluteinizante(LII), comohan

descritoWiggins e:¿¿¿(1976);Gettyse: aL(1984);Cooper(1985).Quizásdentrodelos

agentesanabólicosutilizados, el acetatode trenholonapuede teneruna acción

supresorade LH mayor que cuandoseutiliza otra seriede anabolizantes.Así, por

ejemplo,en los trabajosde Moran. (1990) queestudianel efectodel Zeranol,como

agenteanabolizante,no es tan grande la inhibición de la secreciónde la LH

hipofisariaya que en los animalestratados se produceuna disminución de las

concentracionesplasmáticasde progesterona,sin que los animales pierdan la

ciclicidad.

En definitiva,el acetatode trenbolonaproduceuna alteración del patrón

normal de los ciclos estrales,principalmentepor una inhibición del crecimiento

folicular y, como consecuenciade ello, una alteraciónde los perfiles de otras

hormonasesteroidesquetendremosoportunidadde discutir másadelante.

El Gráfico 4 presenta las concentracionesdel 171)-estradiol endógeno

encontradasen losmachos.Lasconcentracioneshalladasenlos animalestratadosson

muchomásaltasenlos primerosdíasquelas delos animalescontroles,observándose

como de unamismaconcentración,en la hora 0 (2,14 ± 0,61pg/ml), seelevaamás

del dobleel día 4 del experimento(4,31 + 077 pg/ml), en el grupode los tratados.

Estaelevaciónde losnivelesde 178-estradiolenesegrupopersistehastael dfa 8 de

nuestraexperimentación,siendoentodos loscasossignificativamentediferentecomo

sepuedeapreciaren la tabla 16 (p <0,05),inclusoenel día 4 de la experimentación
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estosnivelesseelevanhasta4,31 ± 0,77pg/nil, siendo,en estemomento,mayorla

significaciónestadística(p.c 0,001>.Luego,apartir deldía10, cuando,comodecíamos

anteriormente,los principiosactivosdel implantedesaparecenensangre,los perfiles

de 1713-estradiolson prácticamenteiguales en los tratadosque en los controles,

aunqueen los primerosestosnivelesson un poco másaltos, incluso enalgunosdías

de la experimentacióncomo son los días16, 28, 32, 36 y 50, aparecendiferencias

significativas estadísticainenteentrelos dos grupos de animales.Esto pareceser

debidoaquela esteroidogénesis,en los animalestratadospuedehabersealteradoal

permanecerlos nivelesde 172-estradioltanelevadosdurantelos ocho primerosdías

quesiguieronal implante.

Donde está más marcado el efecto del acetatode trenholona,es en las

hembrastratadas,en lascuales,comovimos anteriormentecuandohablábamosde la

progesterona,la ciclicidad de ellas está alterada. La elevación de los niveles

plasmáticos de 1713-estradiol está marcada principalmente por un aumento

estadísticamentesignificativo (pc 0,05)de lasconcentraciones,apartir de las2horas

de la colocacióndel implante (Gráfico 5>, manteniéndoseestaelevacióndurante

todoslos díasde la experimentación,exceptuandolos días8 y 12 de la misma(p>

0,01), si bienestosvaloresno sonmuy representativos,yaque al enfrentarlosconlos

obtenidosen los animalescontrol, esen estosmomentoscuandoseproduceel pico

fisiológico de los niveles de 1713-estradiol,necesariospara la rotura folicular y la

posteriorovulaciónporlo queno sonestadísticamentesignificativaslasdiferenciasde

concentraciónentreambosgrupos.

Las tablas4 y 5 indican los valoresmediosencontradosen cadauno de los

análisispracticados,a lo largo de toda la experimentación.

En los animalescontrolcomo seobservaenel Gráfico5, sólamenteaparece

un pico marcadode los niveles de 1713-estradiol(día 9), que correspondecon la

aparicióndel celo del segundociclo estral.El queno aparezcanlos otros dospicos

correspondientesa la apariciónde los otros ciclos estrales,sedebea que, como se

conoce, la elevación de los niveles plasmáticosde 178-estradiol se produce
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aproximadamenteen24 horasy como apartir del día 10 de la experimentaciónlas

tomasserealizaronaintervalossuperioresa48 horas,espor esarazónpor lo queno

sellegana captarlos picos de 17B-estradiolplasmático.

Nuestroshallazgoscoincidenconlos de Henrickse: al. (1982)quesugiereque

el implante con acetatode trenholonacausauna subidade las concentraciones

endógenasde 1713-estradiol,en los dos grupos de animales que dichos autores

estudian,apareciendoestaelevacióndentrode las primeras24 horasdespuésde la

colocacióndel implantepermaneciendodurantelos 60 díasde su experimentación.

Los valoresdeconcentracioneshalladospor estosautores,sonligeramentesuperiores

a los nuestros,estopuededeberseaque la dosisutilizada en el implante (300 mg

TEA) erasuperiora la nuestra(250mg TBA), siendotambiénla razade los anhuales

utilizadosdeorigendesconocido,factordegranimportancia,comoyahemosreseñado

anteriormente.

Butterye:aL (1978)danunaexplicacional mecanismodeacciónanabolizante

de los andrógenosde una maneradirecta sobre la fibra muscular,mientrasque la

acciónanabolizantede los estrógenosse daba por alteracionesen la secreción

endógenadehormonastalescomola hormonade crecimientoy la insulina.Heitzman

e: aL, (1977) y Galbraith,(1980> utilizando novillos y terneras,respectivamente,no

encuentrandiferenciasestadísticamentesignificativaspor el efectodel TBA sobrela

secreciónendógenadedichashormonas,lo quesigueapoyandola teoríade la acción

directa de los anabolizantesandrógenicos.Estos hallazgospuedenexplicar que los

anabolizantestienenaccionesdirectassobrela secrecióndehormonastantoesteroides

comoproteicas(Henrickse: al., 1982).

Comoconclusión,podemosdecirqueexisteunaaccióndirectadel acetatode

trenbolonasobrela secreciónde 17B-estradiol,pareciendoqueel efectoanabolizante

deaquellapuedeser debidoa este incremento.
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Estudiando,con detenimiento,los perfileshormonalesde testosteronacomo

muestranlas Gráficas6 y 7, podemosobservarque el comportamientoentre los

machosy las hembrasno esel mismo.

En relacióna los valoresobtenidosen los animalesdel grupo control, tanto

machoscomohembras,seobservaquelas concentracionesdetestosteronaplasmática

sehallan dentro del margenfisiológico señaladopor diversosautoresparaganado

vacuno0,8 - 11,6ng/ml (Mc Donald, 1983; Marcusy Durnford, 1986). Sin embargo,

estos valores corresponden,principalmente,a la raza Frisona, ya que no se ha

encontradoel margenfisiológico dedichahormonaenel crucelimousinex charoles,

debidoa la escasabibliografíaexistentesobreperfilesdehormonasesteroides,eneste

cruce.De cualquierforma,nuestrosresultadosestándentrodelmargenindicado(2,38

± 0,41 ; 7,63 ± 1,18 ng/mI).

En los machostratados,el TBA del implante incrementala produciónde

testosteronallegandoa alcanzarel día3 de la experimentaciónvaloresde 12,52 ±

1,45ng/mi,existiendounasdiferenciasestadísticamentesignificativas(pc 0,001),hasta

prácticamenteel décimo día del experimento,momento ésteque coincide con la

disminuciónde los nivelesen plasmadetrenbolona.Comoseaprecia,estosvalores

son algo superioresa los halladospor otros autoresy por nosotrosmismosen los

animalescontroles,por lo quepodemosdecirquela trenbolona,enmachos,produce

una elevaciónque superael margenfisiológico y estopuede llevar consigo, si se

pusieraotro implante,aunahipertroflafuncionaltesticularconlasconsecuenciasque

estopuedetraera los animales.

A partir de esta fecha (día 10), no existen diferencias estadisticamente

significativas entre los animalestratadosy los animales control, siendo éste un

argumentomásquereafinnala inexistenciade peligroparalos consumidores.

Por el contrario,en lashembras(Gráfico 7) la TEA no pareceque produzca

un incrementosignificativo en la produccióndetestosteronadurantelosprimerosdías

de la experimentación,sino un pico en los días 16 y 18 que alcanzaunas
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concentraciones,respectivamente,de 7,91 ± 0,96 ng/ml y 7,03 ± 0,61 ng/ml (p.c

0,01), coincidiendo con el momentoen el queya no se detectaflA en la sangre.

Quizásestosea debido a un cambioen la aromatizaciónde los esteroidesen su

biosíntesis,sobretodo en el casode la producciónde esteroides,por el folículo en

crecimiento,ya quecomodescribióSilván (1991)existenvariospicosde testosterona

plasmáticaduranteel ciclo estral de la vacafrisonay estosson coincidentesconlas

oleadasde crecimiento folicular. Este cambio en la biosíntesisposiblemente,esté

producidopor la sensibilizaciónpreviade las célulasfolicularesproductorasde 1713-

estradiol (células de la granulosa),ya que como hemosvisto anteriormentese

producendiferenciassignificativas(dep.c 0,05 apc 0,001)entrelashembrascontrol

y tratadas,a lo largodecasitoda la experimentación,y estoparecellevar consigoesa

elevaciónenlos nivelesdetestosteronaenlashembrastratadas,ya quetambiéncomo

seve en la tabla 17, justo antesdeproducirsela elevacióndetestosterona,seaprecia

unaelevaciónsignificativa (p.c 0,001)en los nivelesde 176-estradiolde las hembras

tratadas.

Asimismo,estecambioen la biosíntesisde 178-estradiol,por lascélulasde la

granulosa,está relacionadopor un aumento en la actividad enzimática de las

aromatasas,posiblementeinfluenciadaspor unamayorsíntesisde LH y FSH a nivel

hipofisario.Esteaumentoen la actividadenzimática,setraduceenun incrementode

la síntesisde 1713-estradioly comoéste, enel ovario de la vaca>, es el precursorde

testosterona,seproduciráun aumentode la síntesisdeestahormona,en lashembras

tratadas(Ireland, 1987).

Otra explicación,a la apariciónde estepico de testosterona,esque puede

deberseaun efectorebote,ya queel TBA inhibe la secreciónde testosterona(Hunt

e: aL, 1991) y, al desaparecerel TBA sobreel décimodía, provocaun aumentode

testosterona,observándoseésto,sólo en las hembras.

Estosresultadosnos sugierenqueenlos machosel aumentodepesoproducido

por la administracióndel TBA podría deberseal efecto directo de éstey/o a un

efectoindirecto al incrementarselos nivelesde testosterona.
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En las hembras,por el contrario, el TRA no produceun incrementoen los

valoresdetestosterona,sinembargola gananciadepesoenlashembrasesmayorque

en los machos,lo que nos sugiereque la acciónanabolizantedel TBA se realiza

fundamentalmenteporvíadirecta(Butterye: aL, 1978),yaqueesteesteroidesintético

esunpotenteanabolizantede tipo androgénico,perodepotenciasuperior-del orden

de 10 a 50 veces-a la testosterona,ensu actividadanabolizante(Neumann,1976).

Tambiénestosepodríaexplicarpor unacompetencia,anivel de receptordel

TBA, con la testosterona,de tal maneraque un incrementoen los niveles de

testosteronadisminuyeel efectoanabolizantedela trenbolona,aunqueparademostrar

esta hipótesis es necesariauna mayor investigaciónfuncional de los receptores

hormonalesa nivel celular.

El aumentode testosteronaen los machosno coincidecon los resultadosde

Hunt(1991),quedescribela disminucióndelosnivelesde testosteronaproducidospor

el tratamientoconTBA. Pero,estasdicrepanciaspuedensersólo aparentes,ya que

Hunt (1991) tambiénobservaun aumentode testosteronaen terneros,en el primer

periododesu tratamiento,periodoquecoincideconel quenosotroshemosestudiado,

por lo quenuestrosresultadoscoincidenconlos por él descritos.

Lee et al. (1990), también describenuna disminución en los niveles de

testosterona,producidospor el tratamientocon TBA., pero esta disminución de

testosteronala midenenmachosadultos,no siendocapacesdedetectarnivelesbasales

detestosteronaenterneros,puessumétodo(RIA), parala deteccióndetestosterona

enternerosesmenossensibleenel casode estosautoresqueel nuestro(ELISA). Es

por ello quenosotrossi somoscapacesde efectuarla mediciónde dichosnivelesde

testosteronaen los terneros,y susresultadosenmachosadultosno sonextrapolables

a los animalesjóvenes.

En definitiva, la administraciónde trenbolonaproduceun aumentomarcado

de los nivelesde testosteronaenmachosimplantados,nivelesquecoincidenconlos
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de los controlescuandodesapareceel efectodel implante.

En los gráficos 8 y 9 se encuentranrepresentadoslos perfiles de cortisol

plasmáticoparamachosy hembras,alo largode los 50 díasde la experimentación.

Asimismo, en las tablas8 y 9 seindican las concentracionesplasmáticas(media±

S.E.M.)de cortisol duranteel estudio.

Se puedeapreciarque nuestrosvalores de referencia: la toma O (de los

animalestratados)y todos los valoresde los animalescontrol, seencuentrandentro

del margenfisiológico señaladopor los distintosautores,paraganadovacuno(0,5 a

10 ng/mi), (Mc Donald, 1980; Lewis y Elder, 1985; Jonesa aL, 1988), aunquelas

concentracionesen lashembrassonsiempremayoresqueenlos machos(Henrickse:

aL, 1984), esto quizá se debe a una mayor sensibilizacióny/o producciónen las

hembras,por partedela glándulaadrenal,deestecorticoesteroideyaqueenhembras

el manejoesmásdifícil y estasson másnerviosasquelos machos.

Como se puedeobservaren estasgráficas,esmuy parecidala acciónque

ejerceel acetatodetreubolona,sobrelos perfilesdecortisol tantoen machoscomo

enhembras,produciéndoseun aumentoestadísticamentesignificativo (p c 0,001)de

los nivelesde estahormonahastael día 10 de la experimentación,día éste que

coincide con la desaparicióntambiénde los nivelesde trenbolonaen plasma.Las

diferenciasqueexistenson:en las hembrasestaelevacióncomienzaa las 2 horasde

ponerseel implantey, sin embargo,en los machosesapartir de las 24 horas (toma

4) cuandoseproduceesteaumento.Estovienea significar quelashembrassonmás

sensiblesal implanteconTBA, ya quenadamáscomenzarla reabsorcióndeéste,los

nivelesde cortisol plasmáticoseelevan(Pc 0,01).

Estaelevacióndelasconcentracionesdecortisolsedebenprincipalmenteauna

disminucióndela síntesisdeprogesterona(Gráfico3) enla superficielisa del retículo

endoplasmático.Al estarlos nivelesplasmáticosdeprogesteronadisminuidosen las

hembrastratadas,hay un cambio en la vía de síntesisdel cortisol, provocandoun

aumentoen la actividadenzimáticade la lla-hidroxilasacon lo queseproduceuna
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elevaciónde la producciónde 17a-hidroxipregnenolona,dando como resultadoun

incrementodela síntesisdecortisol,enlashembras,alcanzandounosvaloresde 12,52

+ 6,54 ng/ml, en el día tercerode la experimentación(valoresdentro del margen

fisiológico citado).

Sin embargo,en los machosla elevaciónde los nivelesde cortisolplasmático,

(12,43±4,52ng/mI) sedebeprincipalmenteaun aumentoen las concentracionesde

1713-estradiol(Gráfico 4) ya quecomo indicanNandaa aL (1990), al producirseun

aumento de este esteroide, se produce un incremento significativo de las

concentracionesde cortisol debidoa que la elevaciónsignificativa de 1713-estradiol

produceunasensibilizaciónde la hipófisisocasionandounamayorliberacióndeLII,

lo que, posiblemente,origina un incrementode síntesisde cortisol en la glándula

adrenal.Nuestrosresultadoscoincidenconlos de los citadosautores,al presentarlos

animalestratadoscon TRA unaelevaciónsignificativa (p.cO,0O1)de los nivelesde

cortisol (gráfico 8), durantelos 10 primerosdias despuésdel implante, así con la

elevaciónya comentadade los nivelesde 17B-estradiol(Gráfico 5).

Sin embargo,estosresultadosno son encontradospor otros autores(Joneset

aL,1988;ThomasandRodway.,1982;Bukoskye:¿¿1,1986),queobservanunareducción

de los nivelesdecortisol plasmático,debidosal tratamientoconTBA, en favor de la

hipótesisqueel TBA actúaa nivel de receptordelglucocorticoideno dejandoactuar

a éste.

En conclusión,en los animalestratadosconTBA, seproduceun aumentode

las concentracionesplasmáticasde cortisol, coincidentescon los nivelesdetectables

de trenbolonaen plasma, es decir hastael día 10 de la experimentación,no

observándose,apartirdedichafecha,diferenciasestadisticamentesignificativas,tanto

en machoscomoenhembras.

Aunque el objetivo principal de nuestro trabajo está enfocado

fundamentalmentehacialasvariacionesde lashormonasesteroides,hemosanalizado
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tambiénlasdeconcentracióndelashormonastiroideastri-iodotironina(T3) y tiroxina

(1’4), ya que comosesabedesdehaceun tiempo considerablesevienenutilizando

sustanciasantitiroideascomo finalizadoresde cebode ganadovacunoy aunquelos

mecanismosde acciónde estos finalizadoresno tengannadaquever conlos de los

anabolizantes,nosparecióoportunoel tenerunosdatosmáspor si arrojabanalguna

conclusión no descrita en el esclarecimientode la detección de tratamientos

prohibidosen las reses.

Siguiendola tecnologíadescritaenel apanadodematerialy métodossehan

determinadolos nivelesde trl-iodotlronlnn, tiroxina y honnonaestimulantede la

tiroides, en las muestrasde plasmadisponibles.

Nos parecióun temanovedosoel cual trataremosa continuación,la posible

influencia,queel tratamientoconacetatode trenbolonapodríatenersobrelosperfiles

plasmáticosde las hormonastiroideasdebidoala escasabibliografíaexistentesobre

dichashormonasen el ganadovacuno.

Por lo que serefiere a la tri-iodotironinaseaprecianunasclarasdiferencias

entreel perfil deconcentracionesplasmáticasentremachosy hembrasy así enestas

existenpequeñasdiferencias(Gráfica 11) entrelas concentracionesde los animales

tratadosy controles,inclusoen algunospuntoslos valoressonexactamenteiguales,

igualdadque seacentúaen los valoressiguientesal día 10 de tratamiento,cuando,

comoya hemosdicho reiteradamente,handesaparecidolas accionesdel implante.

Sin embargo las concentracionesde T3 en los machos (Gráfica 10) son

claramentediferentesa lo largo de todo el periodo de estudio,solamentehay un

puntocoincidente,el día 10 del tratamientoy curiosamentelos valoresplasmáticos

quealcanzanlos tratadosllegancasi a doblarla de los controles.

Comosesabe,la glándulatiroides,estágobernadapor la hormonaestimulante

de la tiroides (TSH), producidaen las célulashipofisarias,quepuedenver alterada

sucapacidaddesíntesisporotrashormonascomosonla ACTH y lasgonadotropinas,
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así si contemplamoslas Gráficas14 y 15 que nos muestranlas concentracionesde

TSH enmachosy hembrasrespectivamente,vemosquenohaydiferenciaaparenteen

la secrecióndeestahormonapor variarel sexoen los animalescontrol, sin embargo,

cuandose trata de las curvasobtenidasen los animalestratadoshay unasclaras

diferenciasentremachosy hembras,enaquellosparecequela accióndel acetatode

trenbolonahacedesaparecerel ritmo circantrigintano(30 días) que presentala

secreciónde esta hormona en los animalescontroles, hecho no descrito en la

literaturaaunquesehahablado deotrostiposderitmosparahormonashipofisarias.

En lashembras,comoquedadicho,no aparecenesasdiferenciastanacusadas,lo que

sin duda puede debersea otras diferenciasencontradasque han sido discutidas

anteriormente.

Por último y en lo referentea las concentracionesde tiroxina solo hay

diferenciasen los machos.Las hembras(Gráfico 13) presentanunas curvas de

concentracionesprácticamenteparalelascon valores más bajos durante los 10

primerosdíasdelestudio,posiblementedebidoala persistenciadenivelesplasmáticos

del TBK Sin embargo,en los machos,las diferenciassonnotablesy contrariasa lo

descritoen los nivelesde tri-iodotironina,estoeslos valoresde 1’4 en los controles

estápor encimadelos tratados,lo quesin dudaesporqueen los machosla facilidad

de conversióndela tiroxina, enla hormonaactivaT3 esmuchomásacentuadaenlos

animalestratadosde ahílos nivelesde estaúltima hormona.

Concluimosdiciendo que los implantesde TBA afectAn a la capacidadde

síntesisy secreciónde lashormonastiroideasenlos machosperono en las hembras,

lo que podría explicar que las hembrasgananmáspesoque los machosya que

tendríanun metabolismobasalinferior y por tanto un consumocalóricomenor.
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Una vez analizadoslos resultadosobtenidosen nuestro estudio podemos

deducirde ellos las siguientesconclusiones:

C CONCLUSION:

? CONCLUSION:

3 CONCLUSION:

4 CONCLUSION:

5¡ CONCLUSION:

Se aportandatos,hastaahorainéditos,de la cinéticadel

acetatodetrenbolonatrassu aplicaciónpor implanteen

el ganadovacuno.

El ELISA de competición, con las modificaciones

aportadas,es la técnica más sensible(que el HPLC,

ELISA Kit), paramedir las concentracionesplasmáticas

detrenbolona.

El implante con acetato de trenbolona afecta

notablemente la esteroidogénesisen los machos,

produciéndoseun aumentode los nivelesplasmáticosde

1713-estradiol,testosteronay cortisol,mientrashayniveles

de trenbolonaenplasma.

La aplicacióndel acetatode trenbolonaproduceen las

hembrasun anestro,conlo que losperfilesde hormonas

esteroidesseencuentrandistintosa los fisiológicos.

El acetatode trenbolonaproduce en los machos un

cambio en la ciclicidad de la secreciónde TSH que

presentaun ciclo circatrigintano (30 días), y como

consecuencia las concentracionesde las hormonas

tiroideas ‘13 y T4 presentanperfiles diferentes a los

fisiológicos.
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CONCLUSIONFINAL:

III. It

Las modificaciones, que de los perfiles de

hormonas esteroides, produce el acetato de

trenholonasólo se manifiestandurantelos días

quepersistenlas concentracionesde la mismaen

sangre.
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