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• MSSC: Múltiples sitios subcutáneos
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- PROGESFO: Progesterona folicular

• PT: ‘flroglobulina porcina
- RC: reacción cruzada

- RIA.’ Radioinmunoanálisis
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- SC: Subcutáneo
- SCC: Side chain cleavage <sistema enzirnático ruitocondrial)

- T: Testosterona

- r: Temperatura

- IV: Tiempo

- TA: Temperatura Ambiente

- TE: Tioctil

- TESTOSAN: Tesiosterona sanguínea

- TESTOSFO: Testosterona folicular
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- TIs4E: Tiometiléter
• TNBS: Acido Trinitrobenceno sulfónico

- UCD: Ultracentrifugación de gradiente de densidad

• UV: Ultravioleta

- ¡sg: Microgramos
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Fi crccnwenw y la diferenciación folicular a lo largo de la Vida reprod,JaM

de la vaco s’m íeasósnera complejos. existiendo adn lagunas significativas <st la
c~rnní*n de todos ka suecanssmos que intervienen en el desarrollo y regulación

de los nsismna. La mayoría de las investigaciones se han dirigido hacia el estudio
de los acontee a cotos endocrinos y/o morfológicos que tienen lugar a nivd

ovárico, sin prestar <«saya atención a los acontecimientos endocrinos que tienen
logar únMÁneaencnre a nivel sosipineo.

Laste tao van eoníroverua en la exphcación de cómo se desarrollan los
das fenómenos u esa especie. con el resultado final de la selección de un folkalo
anaM de entre tan grupo de CUita. del mismo tamaño y Cuacttttstkas. Todas los

hsp&esss apunan boda la idea de la “dúmiainc,a de ese folículo sobre el resto,

sta desarrollo y apareciendo seguidamente la atresia folicular.

Tcsksta se sabe poco acerca del patrón de crecimiento folicular de la vsa

Se a señalado un parrón de crecimiento folicular continuo y otro en oleadas a lo
la, go del ci io astral, sin que los asiroses se lxsng’an de acuerdo sobre cuAl es el que

4 ha reManente. aunque lo que sí es cierto es que existen en el ovario
1< tlcu.tcas ansía s de 4,sainos tow,ahos con unas características endocrinas

p rs tul re5. 1’ampocss han sido caraeaeñaadn las inserrelaciones endocrinas de los
klic los da distinto saniado presentes en el ovario, eaensamense. Tampoco hay un

rilauro relevante da estudies que relaciones, el tamaño folicular, sus caracterfsticx.s
ondg y las rcpercsasicsssen Itorruonnies que en esa momento tienen higas a nivel

oso.

[sssnsfsíioos que se han utilizado para el ewa4io de la dinámica folicular
cts vatinsas incitayen entre wns. los siguientes:

a Consaye de ts fol utos anarales rescates en los ovarios obtenidos

en el mt ro o rued~ o e eatsúss quinhrgieca. con o sin posterior



medida de las concentraciones de las hormonas asteroides presentes
en el liquido folicular.

b> Seguimiento de folículos individuales a lo largo del ciclo mediante

marcaje con unción.

e> Observacion del nuevo crecimiento y desarrollo folicular después de

la destrucción de los folículos grandes, presentes en los ovarios.

d) Usrasonografla de los ovarios con seguimiento diario de los folículos
antrales de distintos tamaños, a lo largo de todo el ciclo astral.

Corno hemos señalado los factores que influyen en la dinámica folicular ea

la vaya son muy complejos y todavía no se han determinado en su totalidad. Se ha

señalado la existencia de fadores reguladores intra y extraovdricos de diversa
naturaleza. Entre ellos podemos destacar las acciones de las distintas hormonas
esteroldes, tanto andrógenos como estrógenos, que ejercen una regulación

endocrina y paracrina en el crecimiento y desarrollo folicular, acciones que tampoco
son conocidas aún en su totalidad, puesto que las vías de la esuernidogénesis

folicular son uno de los puntos oscuros que existen actualmente en el estudie, de la
fisiología folicular vacuna. Otros posibles factores que Influyen en esta dinámica

folicular son entre otros la edad, el estado nutriclonal de los animales, la presencia
o ausencia de cuerpo lúteo en los ovarios, la posición de los ovarios, puesto que el
ovario derecho es funcionalmente más activo que el izquierdo en esta especie, etc.

Por otro lado, son pocas las investigaciones. hasta el momento, que se han
enfocado hacia el estudio de las posibles correlaciones exIstentes entre los

fenómenos endocrinos sanguíneos y foliculares que se producen simultáneamente,
sobre todo en lo que se refiere a las hormonas asteroides funclonalmente más

representativas a ambos niveles, como por ejemplo estradiol-l7P, progesterona y
testosterona. Tampoco se ha prestado excesiva atención a la Itifluieticia que otros
factores puedan ejercer sobre estas correlaciones como por ejemplo la edad, el
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número de folículos de distintos tamafios presentes en los ovarios y el volumen de

liquido folicular de estos folículos.

La determinación de las hormonas esteroldes tanto a nivel sangulneo como

folicular requiere la utilización de unas técnicas analíticos con unas características

muy especiales. La técnica más extensamente utilizada ha sido el

radioinznunoanálisls <RL&) que posee frente a sus enormes ventajas, varios

inconvenientes, lo que ha motivado, en los últimos años, el desarrollo de técnicas
inmunológicas alternativas, sin isótopos radiactivos, que poseyendo las ventajas del

RL& no presentett sus inconvenientes.

El desarrollo de las técnicas enzirnoinmunoanalitlcas para la determinación

de hormonas esteroides está adquiriendo, hoy en día, un auge espectacular,
hablendose ya determinado éstas en sangre, leche, orina y saliva y sin embargo.

¡odavfa no se han utilizado en liquido folicular,

Nuestro objetivo principal ha sido:

La estartdarlzacbln y valIdacIón de un método sencillo y repelítívo pan el

análisis de las coneentraclones de las hormonas esteroldes: estradlol.l7fi,
progesterona y testosterona, tanto en el pletina como en el liquIdo folIcular de
hembras de ganado vacuno de distintas edades.

Para hacer esto realidad se precisa:

IY Producción de anticuerpos policlonales específicos para cada una de

las hormonas. Estos anticuerpos serán purificados y caracterizados
para la t&nica que se va a desarrollar (ELISA de competición).

2~.- Obtención de conjugados hormona-enzima>’ su posterior purificación
y caracterización.

4



3’.- Estandarización y validación propiamente dichas del método para

cada hormona.

Conseguido ésto se procederá al estudio de los siguientes parámetros
sanguíneos y ováricos de las hembras de ganado vacuno, obtenidos al azar en el

matadero:

a) Parámetros ováricos: longitud, anchura y peso.

b> Número y volumen de líquido folicular de los folículos (Análisis
individualizado de los folículos, en los que sea posible).

c) Situación del ovario.

d) Determinación de niveles hormonales en sangre y liquido folicular de
las tres hormonas esteroides ya mencionadas.

e) Estudio de la atresia folicular en los folículos de distintos samaflos.
mediante la a>nida de un criterio endocrino de clasificación de la

funcionalidad de estos folículos.

1) Análisis estadístico detallado para la obtención de las posibles
correlaciones existentes a los dos niveles: sangtdneo y folicular,
utilizando como variables estadraticas los parámetros anteriormente
mencionados, haciendo especial hincapié en el estudio de la atresia

folicular.

5
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METODOS INMLJNOLOGICOS DE DETERMINACION

DE HORMONAS ESTEROIDES

El desarrollo de las técnicas inmunológicas competitivas de determinación

hormonal causó una revolución dentro del mundo de la endocrinologia y ha

permitido a los distintos grupos de investigadores la comprensión de numerosos

procesos fisiológicos, patológicos e Incluso farmacológicos desde hace

aproximadamente unas tres décadas (Blake y Oould, 1984).

La utilización de estas técnicas inrnunológicas para la determinación de

esteroides es cada vez mayor a nivel mundial. Blake y Gould (1984) señalan que

se incrementa anualmente a razón de 500 a 1.000 millones de análisis,

El principio sobre el que están basadas todas estas técnicas (Yalow y

Berson, 1958, 1959, 1960; Abraham, 1969, 1975) es la reacción irreversible entre

pequeñas porciones de dos reactivos: las hormonas, que accuan como haptenos y
los lugares de unión de los anticuerpos, formándose un complejo antígeno-

anticuerpo. En el ensayo, una cantidad fija y limitada de anticuerpo especifico <Ac)

se hace reaccionar con la correspondiente hormona unida a una sustancia

marcadora (H) y con la hormona sin marcar (14), contenida en la muestra
problema o añadida en cantidades conocidas, de tal manera que la hormona libre

y la hormona marcada compiten por unirse a los lugares de unión de las moléculas
de anticuerpo:

Ay + 14 + ir .c=====> AcH +

Después de un periodo de incubación se realiza la separación de las
fracciones libre y unida (separación bound/free) al anticuerpo y la cantidad de

hormona marcada se mide en una de estas dos fracciones. Por tanto, podemos decir
que la concentración de los lugares de unión del anticuerpo disponible, para que

se una la hormona marcada está inversamente relacionada con la concentración de

.7



la hormona. sin marcar, que exista en la muestra.

Estas Itoticas inmnur.oldgicas son aplicables, en principio, para la

descrn-únación de cualquier tipo de sustancia o compuesto, en cualquier fluido

biológico iptanna, saliva, leche, orina) sólo es necesano que ésta posea la
capacidad de producir anticuerpos específicos en un aiunial de expednentaesón
<Abraham. 1975). Hoy en <iia existen antic erpos disponibles comercialmente para

ursa ¡tan cantidad de compuestos.

Las t¿cnicas inmunodógicas poseen unas características especiales:

la sensibilidad que pueden alcanzar es muy grande. sisuándose en el rango
de fernsonsoles (ir). lo que las hace idóneas para medir las concentraciones
pksnsátiean de las hormonas asteroides, algunas de las cuales se titilan alrededor

del rango indicado. El grado de senilbilidad es dependiente de la avidez o afinidad
sj’áe posea el anticuerpo por la hormona y los sistemas de detección disponibles

wa evidenciar o cuantificar esta unión.

La especificidad tombien es muy elevada, lo que hace posible la

d&rintinaciass entre los distintos esserindes~ esta característica es fundamental en
el caso de estos «Impuestos, puesto que su estructura química es muy similar y

pueden rsserterix en cl antilsis dando higar a errores sipificativos en los

Otra wacsertsuca de estos rnftcdos es su repetibilidad. de tal formo que la

sc ad y prensión en tan elevada que se rniniminn los errores debidos al alar.

bentos de estas Meninas de determinación las que utilizan
los cv#opes radiaexivm y 4* Catre ellas el ruhoinmtrnaanálisis (RIA) (análisis

u C0fthOrSamarca¿aeníaseliqJida>hasído,aeííreííLde.Á¿~
e ‘~56 ‘la st y Besico desarrollanen 55, ensayo para determinar los niveles de

en sangre, puesto que además de les ventajas ya scáaiados, los isótopos

6



radiactivos, producen una seflal muy clara y fácilmente detectable, sin que los

restantes componentes de la muestra o del entorno interfieran dicha sefsal <Maggio.

st al, 1980; Blake y Oould, 1984,: Munro y Lasley, 1988). Con el RL& se han
determinado hormonas esteroides en todas las especies imaginables (tanto
vertebradas como invertebradas> y en el hombre.

Las t¿cnlcas de analítica inmunorradlométrica (IRMA) introducidas por

Milesy Hales <1968) utilizan el anticuerpo marcado con el isótopo radiactivo, unida
a una fase sólida, para la determinación de antígenos o anticuerpos. Hay varios

tipos (Catty y Raylwndal¡a, 1986):

- Análisis de InhIbIcIón del anticuerpo marcado: El antígeno (hormona) se

adhiere a una fase sólida y la unión con el anticuerpo marcado es inhibida por la

presencia de antígeno libre. La fase sólida suele sen tubos especiales de plástico
o placas con pocillos, que se cuentan separadamente. Este tipo de análisis es más
sencillo que el RL& y la fase de separación tan compleja de realizar, está suselturda

por una de lavado.

- Análisis Sandwich o de “dos-sitios”: Un primer anticuerpo se adhiere a una

fase sólida, a él se une el antígeno y la unión se detecta mediante la adición del

mismo anticuerpo específico marcado.

~Análisiscon antiglobulina marcada radiactivamente; Es similar al anterior,

pero el segundo anticuerpo es una antiglobulina marcada,

Estos dos tipos de análisis poseen las mismas características que el primero:
sin embargo, no se utilizan en la determinación de hormonas esteroides. debido

a que al ser sustancias de un peso molecular muy bajo (200.300), no pueden unirse
a dos anticuerpos simultáneamente (Abraham, 1975; Van Weemen y Schuurs, 1976;

~funroy Lasley, 1988).

Pero, estas técnicas poseen una serie de graves inconvenientes, puestos en

9
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sustituyendo los isótopos radiactivos por otras sustancias marcadoras, de tal manera

que las técnicas resultantes reuniesen todas las ventajas de las técnicas radiactivas
(RíA e IRMA), evitando sus grandes inconvenientes, sobre todo la utilización de

la radiactividad. El manejo de aquellas sustancias no implica riesgos para la salud,
o éstos son mínimos y se pueden evitar totalmente si se trabaja en las condiciones

adecuadas. Estas sustancias poseen una larga vida y su eliminación no plantea más

inconvenientes que los de cualquier sustancia química que se utiUce en el
laboratorio.

Los marcadores no isotópicos más utilizados para la determinación de
hormonas esteroides son los enzimáticos, seguidos de los quimioluminiscetttes y
fluorescentes (Maggio, et al., 1980; Kohen, 1980; Riad-Fahrny et al., 198]: Ankawa

et al., 1982, 1983: KIm et al., 1982. 1983; De lloever et al, 1983,1984,1986; llenoft

et al., 1984; Blake y Oould, 1984; Tsuji, 1981; Munro y Lasley, 1988). También se
han empleado bacteriófagos (Andrieu el al, 1975), coenzinias <¡Cohen et al.. 1978>
y i~ltimamente se está incrementando el use de radicales libres estables, a medida

que se va consiguiendo aumentar la sensibilidad de estos sistemas de detección

<Munro y Lasley, 1988).

Los enzimoinmunoanálisis (ETA) para esteroides. hicieron su aparición a

principios de la década de los setenta con los trabajos de Van Weemen y Schuurs
<1971, 1972) para la determinación de estrógenos. Simulttneamente, otro grupo de

investigadores (Engvall y PerIman, 1971, 1972) publicaron una variante de estos
métodos inmunoenziniáticos que denominaron ELISA (Enzyme Unked

irnrnunosorbent assay o ensayo enzimático unido a un imtsunoadsorbeflte), para la
cuantificación de IgO de conejo, sistema que ha sido adaptado posteriormente para
la determinación de todo tipo de esteroides-

Los e nzirnoinmunoanAlisls han tenido una gran aceptación en todo el
mundo, constituyéndose la más clara alternativa al IdA y técnicas afines, a] poseer

unas características especiales <Tijssen. ¡985): sensibilIdad, especificidad y
detectabilidad muy elevada Son unos métodos de análisis muy rápidos y simples.
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Su reproducibilidad es sencilla y la evaluación objetiva. Se pueden realizar en

pruebas de campo. No existen peligros de radiaciones, Los reactivos son
razonablemente económicos y con una vida media larga. La versatilidad de los

ensayos puede ser incrementada significativamente por la gran variedad y

propiedades específicas de las enzimas. Es posible el uso de los anticuerpos
monoclonales, con todas las ventajas que éstos poseen.

Ello ha hecho que a diferencia del Rl?., utilizado principalmente en

investigación, el El?. desde su aparición haya sido enfocado hacia el diagnóstico
práctico, incluso para pruebas de campo, lo que en la endocrinologia veterinaria

puede ser en ocasiones fundamental (Schuurs y Van Weemen, 1980).

Por otra parte, el ETA abarcauna amplio rango de campos, siendo una pieza

fundamental en la investigación y clínica de otras Ciencias como Microbiología.

Virología y Farmacología (Maggio, 1980; Schuurs y Van Weemen, 1980>. Debido

a esta diversidad de aplicaciones, existen numerosas clasificaciones propuestas para
estos métodos aunque todas ellas son muy similares:

Una primera clasificación divide a estos métodos en Heterogéneos y

Homogéneos(Wísdom,1976; Van Weemeny Schuurs, 1976, 1979; Engvall, 1980;

Oellerich, 1983):

Los ETA Heterogéneos, dentro de los cuales se incluye el ELISA, están

basados en los mismos principios que el RL4: después de la formación de los
complejos hapíerio (hormona)-anticuerpo, es necesaria la separación de las

fracciones unida/libre, mediante los métodos adecuados y determinar la actividad

de una fracción, o de ambas.

En los ETA Homogéneos <EMIT: Enzynie-mulíiplied immunoassay
technique, Rubenstein et aL, 1972) esta separación no es necesaria. El principio del

método es similar al de la técnica bacíeriófaga modificada y la actividad
enzimática está influenciada por la reacción antígeno-anticuerpo: la actividad de

12



la enzima marcadora se reduce si se produce la unión del conjugado hapteno-

enzima al anticuerpo específico. Esto es debido a que el anticuerpo reduce la

afinidad del sustrato por el sitio activo de la enzima, bien por un impedimento

estérico, por un cambio conformnacional de la enzima o imposibilitando los cambios

conformacionales necesarios para la actividad catalítica.

Otro tipo de El?. homogéneo <EMIT) está basado en la inhibición de la
enzima marcadora por la conjugación al hapteno. La enzima marcadora es

reactivada, cuando se produce la unión del conjugado al anticuerpo específico. En

ambos tipos de técnicas, la actividad enzimática determinada, dependerá de la

concentración de hapteno libre en la muestra, que compite con el conjugado por

unirse a una cantidad limitada de anticuerpo específico (Oellerich, 1983). En teoría

esta técnica es ideal para la determinación de sustancias debajo peso molecular,

como es el caso de los esteroides; sin embargo, la presencia de contaminantes en
la muestra que alteran la actividad de la enzima y su escasa sensibilidad (mg/ml o

todo lo mds ¡¿g/ml) hacen que los pocos métodos que han sido presentados hasta

el momento no posean unas características que los hagan superiores a los ETA

heterogéneos (Ohar et al.. 1988). Otra gran desventaja es la seilalada por Engvall

(1980). ya que al ser la enzima la pieza clave para el desarrollo del ETA
homogéneo, se requieren unos amplios conocimientos en enziniologia, no

requeridos en el caso del El?. heterogéneo.

Schuursy Van Weemen (1980) clasIfican los EIA heterogéneos en tres tipos:

Competitivos, inmunométricos y sandwich, siguiendo una clasificación similar a la

empleada con el Rl?. para la determinación de antígenos.

Centrándose en los El?. heterogéneos, Voller (1980> los clasifica en tres
tipos, según se empleen para la determinación de antígenos o de anticuerpos:

- ETA de Competición, para la determinación de antígenos o haptenos.

- Técnicas Sandwich, para la determinación de antígenos y haptenos: sencillo

13
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El análisis no competitivo de un sólo sitio sigue unos pasos similares al de

Wmpetidó~ pero en este caso el reactivo inmovilizado está en exceso y la
incubación de las sustancias libre y marcada no se realiza simultáneamente, sino

en fases sucesivas: primero se hace reaccionar la fracción libre y luego se añade la
fracción marcada en exceso, para que se una a la fracción adherida, en exceso, a

la fase sólida, que no haya reaccionado.

Este tipo de análisis posee un gran potencial que todavía no ha sido

explotado en su totalidad, pues se supone que con esta amplificación <exceso de

reactivos) se podrá incrementar, aún más, la sensibilidad de estas técnicas
¡iuwurtológ cas de análisis.

Una clasificación un poco más compleja es la aportada por Tijssen <1985)

que divide los EtA en:

El?. de amplificación de la actividad: AA.

El?. de modulación de la actividad: MA.

Ambos tipos pueden ser homogéneos y heterógeneos y competitivos y no

competitivoS.

Está clasificación está basada en las limitaciones y los potenciales Inherentes

de cada método.

En los análisis de AA se utiliza un gran exceso de inmnunorreactivos con el

fin de obtener la máxima señal posible del compuesto que va a ser analizado, es
decir, se amplifica la señal producida.

En los análisis de MA, la cantidad de inmunorreacdvos es limitada y

depende de la modulación de la señal producida como resultado de la competición
de las moléculas problema, sin marcar y las marcadas, por la cantidad fija y

limitada de anticuerpo. Los análisis utilizados para la determinación de hormonas
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esanroides se enetaentran dentro dc este grupo: El?. heterogéneo competitivo de
MA.

Algunos anroin emplean el principio de competición pero de una fo~
lrgea-aanerne disíinsx 5adeh et al. (1979) utilizaron un método para la

determinación de esaradiokllj, en el que se utilizan dos anticuerpos: el primero
(anta-U) se une a ama fase sólida (tubos de poliestireno), después se miado una
mezcla compuesta por la muestra a detemiinar <estradiol libre> y estradiol

caseajogudo a diaúarofenildiiúna <DNP). Se establece la reacción de competición y ~
farman los cotoplejos E2-DNP/A¿ni-E y EZ/Anti.E2. Para ponerlos en evidencia
sc adicione san conjugado lgG.anti-DNP,fl{RP. que se unirá a los complejos El-
DS’P/Ansi-E2. Después se ¿adirí el sustrato y se procederá a la lectura de la

renacida,. La sensibilidad que se alomaza con esta t¿cnica es de 10 pg/tubo, pero su
repetilaMdad no es coastaesce dc unos ensayos a otros (% CV. ¡oler-ensayossu 33),

le que id> a la eflsplepdad del rotiodo hace que no haya vuelto a repetirse,

Pide, y Lewis <¡98$) introdujeron mt método inniunométrico en microplaca

pera la stezerminaci~a de conisal y tewnterona: en una primera fase sc adhiere el
esacra*te sasaido coveleneemente ana proteína (tirojlobulina), a la fase sólida: en
‘o se edo peso se aAede el anticuerpo espeel fico y la muestra problema o las

ssa,uciones ess4ndar de hormona. Finalmente, se añade un segundo

se uasnpe arasi-lgG marcado con la enzima. En la literatura existe un precedente
y parecido <Verde et al, l4~O) bando en el sistema peroxldasa-ansiperoxidasa

es el esacarpado de evidencias el complejo lestosterona-anticuerpo, pero el

o era nanay p<to seasisbie (límite dc detección 100 pg/ml) y complicado de
eje -a’ tse mt existido peWea caes posteriores.

Prakaah en a íí~v> iwod*roa la técnica del squndo anticuerpo para la

clasennasa directa de projseveam eai planan bovino. En la primera fase. se

ast~a&ere la tase sa’oaaavew aaswsa. especffico para la especie en la que
do el Etaicateepo anúpengesseroaa. En tan segundo paso se añaden:

la atoe a peskte-mna o aselada, y el conjugado boranona-enzima y después

íd
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rápidamente el anticuerpo especifico aníi.progesserona. Con ello tienden a

minimizar los efectos de un mal tapizado de los pocillos de la microplaca, con el
anticuerpo específico, produciéndose errores en la estimación de la muestra y a

evitar los efectos indeseables producidos por el tiempo que transcurre desde que

se añade la mezcla muestra-conjugado, en el primer pocillo, hasta el último, tal y
como señalaron Munro y Stabenleldt (1984).

El método más reciente es el aponado por Meyer et al. <1990). Se trata de
un PíA amplificado para la determinación de estradiol-178 empleando el sistema

estreptavidina-biotina. con una previa inniuno-cromatogratia de afinidad de la
muestra. Este m¿todo es complicado <tapizado de la placa con el primer anticuerpo

IgO ami-conejo; retapizado con 118?.; adición de los estándares - 15412 pg/SO

~l+muestra.biocitiniJ-estradiol;essreptavidina-HRP; adición del sustrato; medida

a 450 nn¶) pero sus autores lo señalan como el más sensible conseguido hasta
ahora: 120 fg/podillo y según ellos, el único capaz de determinar las
concentraciones plasmáticas de E2 en bovino, tanto en machos como en hembras,

de todas las edades y estadios fisiológicos, de una manera fiable.

Otra característica que ha influido en el desarrollo de los EtA para la
determinación de hormonas esteroides, es el concepto dc homologfa y heterologla

introducido por Van Weemen y Schuurs <1975) para su El?. de estrógenos (E2 y

El>: Un método es homólogo cuando se utiliza el mismo derivado esteroide para
la producción del anticuerpo específico y para la conjugación a la enzima. En el

hererólogo se utilizan dos derivados distintos para el inmunógeno y el conjugado

enzimático. Este nuevo concepto se Introdujo debido a que el anticuerpo específico,
no sólo reconoce aotig¿nicamente la molécula de hormona esteroide para la cual
ha sido producido, sino que también existe un reconocimiento antigénico del

derivado empleado para la conjugación al portador, con lo cual, la especificidad del
m¿todo aumenta, pero la sensibilidad disminuye, al presentar el anticuerpo mayor

afinidad por el conjugado enzimático que por el esteroide sin marcar y que debe
competir con éste en el ensayo para unirse al anticuerpo. Este problema se puede

subsanar mediante la introducción de la heterologla, que disminuye la afinidad del
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anticuerpo por el conjugado enzimdtico, aumentando por consiguiente la

sensibilidad, al permitir una mejor competición con la hormona sin marcar

(Abulanesha y Exley, 1978). Van Weemen y Schuurs (1915, 1976), describen tres
tipos de heterología: de hapteno, de posición y de enlace. En la heterología de

hapaeno se utilizan dos haptenos distintos pero relacionados estructuralmente. Este
tipo de heterología no ha sido muy utilizada, ya que debido a la química especial

de las hormonas esíeroides, la sensibilidad de estos m¿todos no es muy buena (Van
Weemen y Schuurs, 1976>. En la heterologla de posición se utiliza el mismo

derivado hapténico pero en carbonos o posiciones distintas <o o fi).El último tipo

de heserología consiste en sintetizar derivados con grupos distintos, bien en la
misma posición o en otra diferente. Los tipos de heterología más utilizados han
sido los dos últimos, bien sólos o combtnados, lo que se ha reflejado en una gran
cantidad de publicaciones (véase cuadro>.

Generalmente se recomienda la combinación de los dos tipos de heterologfa,

sobre todo para los métodos de determinación de estndiol.17p (Abulcoesha y
E,l

5~ 1978; Van Weemnen y Scbuurs, 197% Rlad-Fabmny sí al., 1981) en los que es

necesaria una gran sensibilidad, Sin embargo~ también se han desarrollado una
serie de métodos homólogos coa unas características similares a los heterólogos en
cuanto a especificidad y seasibiidad, (Dray et al, 1975: Tateishi et al, 1977; Sauer

sí al,. 1982 04: Mainel st aL, 1986; Marcos y Durnford, 1988) por lo que se signe
investigando la influencia de este factor en el desarrollo de estas técnicas analíticas.

(Santa’ el nl,, 1989 a, b).

Existen nasa serie de criterios que hay que tener en cuenta para proceder a

La puesta a punto de estas técnicas EA. Estos van unidos a la química especial de
Las moléculas esíeroides, que poseen unas características responsables de varios
problemas para desarrollar un análisis inmunológico: son moléculas con una

esinsenara química muy perecida, derivan todas ellas del mismo núcleo de 4 anillos
y sólo se diferencian en los grupos funcionales unidos generalmente a los carbonos
3 y 17. En el desarrollo de la mayoría de los análisis inmunológicos competitivos,
la molécula esíeroide debe ser manipulada aso sólo pan la formación del
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inmunógelto con eí que se realizará la producción del anticuerpo especifico, sino
también para la conjugación a la enzima. Para estas conjugaciones se emplean

grupOs reactivos que estén presentes en la molécula o los que se introducen

artificialtlenle. La introducción de estos grupos se debe realizar dejando libres los
grupos funcionales que son los que determinan la actividad hormonal y la potencia

del esteroide <Mutuo y Lasley, 1988). Por ello, hay que tener en cuenta una serie

de criterios utilizados por los distintos autores <Van Weemen y Schuurs, 1976, 1979;
Exley y Abuknesha, 1918; OSullivan et al., 1979; Magsio, 1980; Clarlc y Engvall,

1980; Blake y Gould, 1984; Mutuo y Stabenfeldl, 1984; Tijssen. 1985; Van de Wíel
y Koops, 1986; Prakasli es al., 1987; Mutuo y Lasley, 1988; Sauer ci al, 1982a y

1989 a, b):

1.- Elección del método: El?. o EUSA, método de separación de

fracciones, tipo de análisis: homólogo o heterólogo,

2.- Producción del antIcuerpo especifico: elección del inrnunógeno,
especie animal, método y paula de inmunización, caracterización del

antisuero o del anticuerpo.

3.- EleccIón de la enzima adecuada, elección del derivado esteroide para

la conjugación, optímlzaclón del método de conjugación, purificación

y caracterización del conjugado.

4.- Establecimiento de las condiciones del método de análisis: fase

sólida, soluciones tampón, tiempos de incubación, diluciones de

trabajo de los distintos reactivos, temperatura, pl-!, etc.

5.- Validación del método de angílsís y cálculo, evaicacíd,’ y expresión

de los resultados.
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1.. ELECCION DEL METODO DE ANÁLISIS: FíA O ELISA.

Está determinada principalmente por dos factores: El método de separación

de fracciones unida/libre y la homología o heterología.

Como ya hemos señalado, en los métodos heterogéneos esta separación es

necesaria después de la reacción inmunológica, con el fin de detectar y cuantificar
la hormona sin marca!. Básicamente existen tres tipos de métodos de separación

de las fracciones unida al anticuerpo y libre: método DA o de doble anticuerpo,

método DASP o de doble anticuerpo en fase sólida y método de separación en

fase sólida más conocido, como FUSA.

En el método DA se incuban la muestra problema, o estándar, junto a tina

cantidad limitada de anticuerpo especifico. Después se añade el conjugado
hormona-enzima y se deja reaccionar. Al final de esta incubación se aflade un

segundo anticuerpo: IgO ant$especie, en la que se produjo el primer anticuerpo,

que se une a las fracciones unidas al primer anticuerpo. Se incuba un tiempo más
largo <toda la noche). Después se centrifuga, el precipitado se lava dos veces, se

redisuelve en la solución sustrato y pasado el tiempo necesario se procede a la

lectura de la reacción.

El método DAS? es similar, pero en este caso, el segundo anticuerpo está

unido a una fase sólida lo que hace anAs sencilla la precipitación de todo el

complejo.

La actividad caulmática puede ser determinada en cualquiera de las dos

fracciones (libre o unida). Schuurs y Van Weemen (1980) recomiendan
determinaría en la fracción unida por varias razones: se eliminan fácilmente

sustancias de la muestra que interfieren en el ensayo, la reacción enzimática se
puede llevar a cabo en las condiciones óptimas y, por último, no se necesita una

purificación tan estricta del conjugado, de tal manera que aunque exista enzima sin

conjugar ésta no alíera los resultados, al ser eliminada.
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El método de separación en fase sólida (FUSA de competición) es el mU

utilizado en la actualidad, ya que mediante el volcado o succionado de las distintas
fases de la reacción, seguidas de una serie de lavados, se realiza esta separación de

iaacciones, eliminando totalmente la fase libre.

Una cantidad fija y limitada de anticuerpo específico se fija a la fase sólida.
Se realiza un lavado pata eliminar el anticuerpo que no haya reaccionado. Se añade

una mezcla compuesta por la muestra problema, o esténdar, y el conjugado
honh,onFennma. Se realizan lavados para eliminar la fracción libre y para eliminar

la enzima residual sin conjugar. La fracción unida marcada se determina mediante
la adición del sustrato y la lectura de la absorbancia del color desarrollado.

En cuanto al tipo de análisis; homólogo o heterólogo. toda la bibliografía
consultada (véase cuadros) no aclara de manera definitiva las ventajas de la
elección de uno u otro método, ya que el número de análisis de uno y otro tipo es
muy similar. deduciéndose que la elección dependerL en gran medida, de los

derivados esteroides que estén al alcance de cada laboratorio (síntesis propia o
comerciales).

2.• PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES ESPECíFICOS

FRENTE A HORMONAS ESTEROIDES.

Pasa la obtención de anticuerpos policlonales con una especificidad elevada.
requerida para el desarroUo de cualquier tipo de inmufloantIlSIS. se debe seguir una

cuidadosa estrategia de producción y de control de calidad de los anticuerpos

(Nuco y Chantíer, 1980 Tijssen. 1985; Catty y Raykundaila. 1988).

La producción de anticuerpos específicos frente a sustancias de bajo peso

molecular (inferior a 1.000>, está basada en los trabajos de Landateiner de los
primeros años de la década de los veinte (revisados en su trabajo de 1946>, en los

que demostró que dichas sustancias adquieren poder antigénico cuando son
conjugadas químicamente a sustancias que lo poseen ‘per ~ <sustancias de elevado
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peso molecular, como por ejemplo, proteínas>, funcionando como haptenos.

Los primeros intentos de producción de anticuemos policlonales frente a

esteroides se remontan a 1925 con los trabajos de Sachs, et al.. Estos autores,

prods~eron anticuerpos frente a colesterol en conejos, inmunizando estos animales

con una mezcla de colesterol, lecitina y suero porcino. Sin embargo, hasta el final

de la década de los cincuenta y principios de los sesenta, no se consiguió producir

anticuerpos policlonales frente a esteroides, lo suficientemente específicos como
para poder ser utilizados ea la cuantificación de estas sustancias. Dos grupos de

investigadores, pertenecientes a distintas Universidades Americanas, desarrollaron
unos conjugados esteroide.proíeina aptos para la producción de estos anticuerpos.
Por un lado, el grupo dc la Universidad de Columbia: Erlanger et al. (1952, 1959)

que adaptaron el método de la mezcla anhidra para conjugar el esteroide a la

proteína transportadora <albdmina sérica bovina), a través de los grupos amino de

los residuos de Usina. Por otro lado, el grupo de la Universidad McGill: Goodfriend
y Sehon (1958, 1960 y 1961) que conjugaron esteroides, vta enlaces carbarnido, a

los residuos de lisina de proteínas transportadoras (albumina sérica bovina,

albúmina sérica humana, albúmina sérica de conejo y ovoalbúmina), empleando

la reacción de Schotten-flaumant

Ambos métodos han sido empleados por los distinto autores, siendo el
primero el más ampliamente utilizado e incluso mejorado (Dawson et aL, 1978).

Los métodos de producción de anticuerpos policlonales específicos son los

mismos para cualquier tipo de técnicainmunológica de determinación de hormonas

esteroides <RLA. ETA, etc.).

La producción de estos anticuerpos policlonales está basada en la teoría de
selección clonal de Burnet <1959>, que explica a nivel molecular y celular, la

dinlniica de los procesos que tienen lugar ‘in vivo”, durante el proceso de
inmunización y que dan como resultado la obtención de anticuerpos altamente

específicos para las sustancias frente a las que son producidos.
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En síntesis esta teoría se puede explicar de la siguiente manera: un precursor

linfocirario se transforma en una estructura Fab de un anticuerpo sin instrucciones

procedentes de un antígeno (anticuerpo preformado). Un antígeno que lleva
instrucciones especificas para conformar este anticuerpo preforanado se comblaz

al azar, con tana estructura seleccionada del anticuerpo (receptor de membrana).
produciendo un estímulo especifico para el crecimiento y ia aferenciacióa de

linfocitos, con la formación de un clon de células secretoras de anticuerpos. Iba

selección y estímulo de las células productoras de anticuerpos, por un ansigeno, es
una reacción biológica cuyo curso no puede precisan. con antelación. U

especificidad del anticuerpo viene por tanto determinada por la selección de un
grupo de linfocitos B con los que el anticuerpo sufre una interacción o unión,

durante la Inmunización. Todavía no ha sido posible desarrollar tan método de
inmunización convencional que conduzca a la estimulación de un solo cInas de

linfocitos. Por cIJo, la afinidad, especificidad y concentración de los anticuerpos, ea

un antisuero policlonal, posee un caracter altamente lrsdMdaksal, que se refleja ea
la elevada variabilidad individual que se produce en los animales sometidos al
mismo proceso de inmunización, con la misma sustancie, aunque este efecto te

consigue disminuir utilizando el mismo lote de inmunógetao para todos los animales
y en todas las inmunizaciones <Foresí et al.. 1976).

La aplicación práctica de esta teoría a los procesos coiwendot*l« de
producción de anticuerpos, <Tateishl, 1980) Isa dado como resultado la cbtcncl6ta

de anticuerpos policlonaJes con una afinidad muy elevada lo que sc Ita realizado
mediante la activación inespecífica de los dones de lintodtos-B. formadores de

anticuerpos de los esteroides, que causen una fuerte reacción cruzada con el

asteroide frente al que sc esta produciendo el anticuerpo.

Dresser <1977), rajsscn (1985) y Catty y Raykundalia (1988) señalan las
pausas generales a seguir y los factores bísicos que deternúnsas la respuesta Inantane

para la formación de anticuerpos policlonales específicos. puesto que comidan
que este proceso es altamente empírico:

&. Elección del inmunógeno.
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B.. Elección de la espec~e anima! que va ser inmunizada.

C,- Proceso de inmunización.
D.~ Utialación del antisuero.
E.. Obtención, parificación y almacenamiento de los antlcuerp«

producidos.

P,• Caracterización de los anticuerpos (Control de calidad).

A,- ELECCION DEL INhIUNOCENO:

Esta elección es clave para la obtención de unos anticuerpos con elevada

afinidad y especificidad, necesarias para el desarrollo de cualquier método
inmttnolóuico de análisis hormonal. Dentro de este capitulo existen una serie de

factores que hay que tener en cuenta~ naturaleza del inmunógeno, su pureza y su
innaunogenicidad relativa; relación de este inmunógeno con el hospedador, forma
física del inmunúgeno y adyuvantes en los que va a ir Incluido.

Corno ya hemos señalado anteriormente, las moléculas esteroldes no poseen

capacidad imnuno$alca ‘pez sC al poseer pesos moleculares que oscilan entre 200
y 3O~, por lo que es necesario conjugarías a proteínas transportadoras, o canier,

actuando en este conjugado como liaptenos. La especial química de los esteroides.
cuyas moléculas derivan de un mismo núcleo formado por cuatro anillos
bencénicos. dlferenciflndose tao sólo en los grupos funcionales unidos a

determinados carbonos (O y Cli) y en la longitud de la cadena lateral. crea un
verdadero problema a la hora de elegir el punto por el que el esíeroide va a ser

conjugado al portador, puesto que de esta elección van a surgir unos anticuerpos
capaces de discriminar perfectamente el esteroide. frente al cual se ha producido
la inmunización, de otros muy pr&timos estructumalmente. Para realizar esta
con~acióaa, la mayoría de las hormonas asteroides deben ser manipuladas, con el

iTa de sintetizar derivados con pupos químicos reactivos a través de los cuales se
pueda efectuar dicha conjugación. Bauminger el al. (1974) describen cuatro puntos

esenciales para el diseño óptimo de los derivados esíeroides que vayan a actuar
costo haptenas en la producción de anticuerpos específicos frente a éstos:
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- La posición de la molécula esteroide en la que se realiza la introducción
<leí grupo. Lo más senciflo es realizarla en uno de los grupos funcionales de los

carbonos 3, Li y 20, tal y como lo hicieron los primeros autores que produjeron
estos anticuerpos (Ueberzntn et aL, 1959: Abraham, 1969; Goodfrierad y Saben,

1970; ‘ThorneycToft ea al., tOlú. Van Weemen y Schuurs, 1972). El resultado fue la
obtención de unos anticuerpos poco específicos. que presentaban un gran número
de reacciones cruzadas con otros esteroides, debido a que estos grupos<07 y CZO)
sen puntos de ataque de las enzimas que rneaabolizan los esteroides, lo que

potencia las reacciones cruzadas con los metabolitos esteroides, muy abundantes en
los fluidos biológicos <Baunainger ea ,i, 1914). Lindner ea al. <¡972) señalan que

lo mejor es evitar los grupos funcionales de la molécula, que son los que les
confieren la actividad hormonal y la potencia de ese esteroide, además, la síntesis

de los derivados deberla realizarse en una posición remota de estos grupos. lo que
es totalmente factible, puesto que aún quedan muchas posiciones en el asocIen

esteroide <anillos B y C) y en la cadena lateral (Kellie el al, ¡915>. Por ello. los
distintos grupos de autores han desarrollado distintos derivados hapUnlcos en

diversas posiciones de las moléculas de las hormonas esteroides (Cl, Có, Cl, CII,
CUy C19) (a cfi) <véase cuadros de autores), con la obtención de unos resultados
muy diversos. awaqsae en la mayoría de los ca-sos con un aumento de la

especificidad de los anticuerpos producidos. En algunas ocasiones, sin embargo, la
síntesis de derivados fuera de los grupos funcionales no es sencilla de efectuar y

muchos autores han utilizado la posición O debido a que está muy alejada de los
grupos funcionales del anillo D; adernís. Esley y Woodhatns <1916) indican que la

pobre especificidad de los anticuerpos producidos frente a estos haptenos. no
depende sólo de la posición, sino del empleo de inmnunógenos con un grado de

pureza insuficiente, generalmente debido a una síntesis Inadecuada, en la que se
produce una contaminación con derivados en posición Ch. Por ello, y una vez

obtenido urs Innuanójeno con el grado de pureza requerido, muchos autores
empleando el CS han conseguido producir anticuerpos con una especificidad muy
elevada (véase cuadros de autores).

- La orientación de la unión del grupo químico reactivo, respecto al núcleo

Y
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esteroide, que conuola el lado de la nlx,lécula expuesto <o o 6), es otro factor

imponante en la producción de anticuerpos frente a estas hormonas, tal y como
Exieyy Woodhams (1976) y Grover y Odelí (1971). Estos últimos hacen

una misión tobre el efecto del lugar de derivación y la estereoquímica de los
~nmunógenosutilizadas para la producción de anticuerpos frente a El, P4 y 1’,

relacionándolas con la especificidad de los mismos. Laos autores indican que los
derivados que son coplaranres con el núcleo esteroide, es decir, que su orientación

npaaal está situada en el mismo plano del anillo aromático en el que están
idos. producen anticuerpos altamente específicos, ya que de esta manera, al

coajupria al carrier, la molécula esteroide sobresale más que en los casos en los

que se sst~iaa un derivado acoplado en el plano axial. Derivados coplanares, por
ejensplosa E26CM0, E2’IIoHS, T-IIaHS, T-3CMO, P4-lloHSy P4-3CMO.

- La naturaleza química del puente o enlace de unión y la longitud de este

e ata: LssewidedCfli>rsBSA. Este es el llamado ¶Efecto enlace’, que algunos
atraes postuian como problema clave para el desarrollo teórico y experimental de

las swdsts de determinación inmunológicos <Franek, 1981), puesto que la unión
del asteroide, que actun como bapteno, a los receptores específicos de superficie
de lora linfocitos E, puede estar influenciada por una interacción estérica entre el

recepor y la pozci4n cardar del inmunógeno. Por ello, los antisueros antiesteroide
esta formados por una población de anticuerpos que posee distintas

npeciMctdades, y por lo menos, una porción de esa población de anticuerpos
reconoce, no sú¿o la estructura del esteroide, sino también la estructura del enlace

o puente de tuSón. Existen varias teorías para la solución de este problema:
Heroda es al. (l4~6) proponen utilizar enlaces largos en el inniunógeno acortando
los del marcador, mientras que Tiefennuer y Andres <1984) recomiendan el

aco nro del enlace en el inmunógeno. Otros autores <Corrie et al, 1980) se
inclina, par el use de ursa cadena recta en el puente de unión derivado esterolde-

can4er y un puente sustancialmente largo y ramificado en el marcador. En estos
feedrrneta está implicado el uso de la homología y heterologla, ya que los autores
relacionan el ekcao enlace’ no sólo con la estructura del inmunógeno, sino

santgn con la del marcador, en cuanto a la especificidad y sensibilidad de los
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métodos imnunológicos de análisis hormonal. A pesar de la gran cantidad de

estudios realizados, tanto a nivel molecular <Franelc. 1987> como empírico

(Tielertauer et al., 1989), los resultados son aún confusos, siendo necesario un
estudio mds profundo y extenso,

Los factores aníeriormente revisados afectan a la especificidad de los

anticuerpos; sin embargo, hay que tener en cuenta que cl proceso de Inmunización
está influenciado por otras características del inniunógeno que afectan a la

intensidad de la respuesta inmune:

- La naturaleza del cari-lcr elegido: la proteína más utilizada ha sido la
albúmina sérica bovina (ESA) desde que en 1957 Erlanger et aL, desarrollasen sus

conjugados esterolde-proteina mediante la conjugación del esteroide a los residuos

de Usina presentes en la molécula de BSA. Kellie et al, (1975) aportan una serie

de razones para la elección de ESA corno caz-dei-: su estructura se conoce con lodo

detalle, posee un gran número de residuos de lislna (59), se puede adquirir en un
estado de gran pureza y, sobre todo, cuando se une al derivado esteroide es un

excelente inmunógeno. Se han utilizado también otras proteínas como por ejemplo:

albúmina sérica humana (ESA), albúmina sérica de conejo (RSA>, ovoalbúmina

(OA) (Goodfriend et aL, 1961, 1970) y tiroglobulina CrO) <Baumninger el aL, 1974;

Wbite et al., 1985). De todas ellas, la tiroglobulina es la que presenta un mayor

número de grupos amino disponibles para la conjugación, produciendo anticuerpos
altamente específicos.

- La incorporación molar del esteroide a la proteína, que va a depender en

gran manera de la relación inicial esteroide/proteina, de las características del

cari-lcr y del método de conjugación. Corno podemos observar en los cuadros

resumen, los distintos autores emplean una variedad de relaciones molares iniciales,
dependiendo del carrier y del método de conjugación. Sin embargo, tal y como

indican Niswender et al. (1913), los Inniunógenos que poseen una relación molar

inicial esleroide-proíelna inferior a 20:1 no poseen características antigénicas lo
suficientemente fuertes como para producir anticuerpos de elevada especificidad.
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Los derivados (tanto los que componen los inmunógenos, como )~ de los

conjugados ennrnáaicos) utilizados por los distintos autores, para el desarrollo de
tu técnicas EUSA para El, 1>4 y T se encuentran reflejados en los cuadros
resumen de autores.

La foraaaci6n de esos derivados se puede realizar de varias maneras;

generalnaente comiste en la introducción de un grupo carboxilo (HOOC) en la
molacula asteroide, mediante la formación de ¿steres hemisuccinatos <HS> o

carboximndoxima.s <CMO) <Erlanger st al., 1957, 1959); aambi¿n se utilizan
glucaurónidas y sulfatos; ¿Sto presenta la ventaja de poder analizar directamente los
compuestos procedentes del metabolismo de las hormonas esteroides, sin hidrólisis
preaia <Keflic ex al,, 1972, 1975; Narribara et al., 1917, 1982; Shimada ea al., 1982;

Taaaaks st al,, 14~5), Existen una variedad de m¿todos de conjugación de un
Wapteawi (lsc.rrnona> a la proteína transportadora o carrier, estos m¿sodos se utilizan
aarnbi¿n pata conjugar derivados asteroides a la enzima, por lo que se revisan en

conjunto.

Prineipalutaeme se utilizan tres: M¿aodo de la mezcla anhidra (Erlariger et

ab, l~?); M¿wdo de la carbodiimnida (Sheenan y Mesa, 1955) y M¿todo de los
ésteres activos de ~ ~da(Araderson et al., 1964). Los dos primeros
están basados en la formación de uniones peptidicas, muy estables biológicamente.
entre un pupo carbúzilo acido (HOOC) del hapsenoy los residuos ¿-anjinode los
pupos de k4na de la proteína (enriar o enzima).

La fomnactón de las mezclas anhidras de los ácidos se lleva a cabo a baja
r ra. en ura solvente orgíraico inerte. La reacción se produce en dos etapas:

en ta Únsnera, se produce la reacción entre concentraciones equivalentes del ácido,

a ano. ldorofonniaw y una amine terciada <trieniamina), forniándose la atiezcla

% dra, esta reacción debe realizarse bajo condiciones anhidras. Esa la
scptanAa ttSpt esta mezcla ea descompuesta por los pupos a-amino de los residuos

tun de la proteica que va disuelta en agua, cora una pequeán cantidad de
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solvente orgánico inerte, por lo que los solventes empleados en las dos fases deben
ser miscibles, lo que reduce la elección a unos pocos; de entre ellos, el niás

empleada es la dñneill-formaniida (ICelUe el al., 1975). Una ventaja de este método

es la relativa simplicidad de la síntesis, pero con rendimiento muy variable (1-50%),

aunque generalmente es del 20 al 30% (Kabakoff, 1980>.

El método de la carbodiitnida es el que primero se utilizó para unir los

derivados esíeroides a BSA (Erlanger et aL, 1957, 1959>. La reacción de las

carbodlirnldas con gnpos carboxilo para formar uniones amidas también tiene lugar

en don etapas:

En la primera se forma una acil-urea <o-acil-isourea) activada <compuesto
Intermediario) que en la segunda etapa reacciona, o bien con un grupo amino de

la proteína dando lugar a la conjugación deseada, o bien puede formarse una N-
noii-urea. Si la reacción se realiza a pIl 5,5-6,0 y a una temperatura de 00C~ se

consigue la activación del ácido en forma ionizada y se evitan la formación de acil-
urcas, que se forman a altas temperaturas (Baurninger et al,, 1980).

Las carbodílmidas más utilizadas son las solubles en agua: EDAC y CMC-

Corno en el caso de la mezcla anhidra, el rendimiento de la conjugación

varía dependiendo del sistema empleado (relación molar inicial y tipo de CD!),
pero se sitela por término medio alrededor del 20% <Kabakoff, 1980),

Sauer et al. (1982) y Blake y Oould <1984) señalan que con el uso de las

carbodiirn&das puede existir una co.conjugación entre las moléculas de enzima,

debido a que las acil-ureas intermediarias son muy inestables y para conseguir la

conjugación es necesario trabajar con un exceso continuo de carbodiimida. La

mezcla anhidra, por el contrario, elimina esta co-conjugación, puesto que la mezcla
anhidra intermediaria sólo se forma en condiciones anhidras. Al añadir la solución

acuosa de la proteína, los grupos carboxilo de ésta no pueden formar anhidrfdos
por ellos mismos, prevaleciendo la reacción de los grupos e-amino-mezcla anhidra

3
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(Sautr el al. 1982>.

El tercer método es una variante del método de la carbodiirnida (&zl~wa
et al. 1964; Hosoda ci al., 1919). Consiste en la formación de un éster activo del

derivado asteroide haciendo reaccionar el pupo carboxilo con N-hislz-nd.
succinunida y una carbodiiinida. Este ester activo se aisla en su forma sólida y se

añada a la proteina disuelta en una solución alcalina. Este último método esté

teniendo una ¡tan aceptación para la formación de conjugados esteroide-eriñna,
puesto que los autores que lo emplean (véase cuadros de autores) indican que no

se produce una pérdida de la actividad enzirnética después de la conjugaciór,, se
puede disminuir la relación molar esteroide/proxelna inicial con el mismo
rendimiento post-conjugación, obteniéndose además un 100* de

trununorreactvidad. Este método se ha empleado también para la conjugación de

úuozrÑsidos de asteroides a MA <Matrox ci al. 1978).

L ELECCIÓN DE LA ESPECIEANIMAL QUE VA A SERINMTM4IZADÁ.

Las anticuerpos frente a asteroides se producen generalmente en cuatro

etpeoes ansnules, wncjo~ ovejas, cabras y ratones. De entre ellas, el conejo ha

salo la mAn uxllimda cts esta especie se realizaron loe primeros intentos de
producir anticuerpos frente a asteroides <Saelte y lClopstoct 1925; Sachs el a],
¡92$) y carne te puede observar en los cuadros resumen, es la elegida

ulaysatraminmeme por los autores pera la producción de anticuerpos policlona]es,
datAd» a las grades vvata~as que posee esta especie frente al resto. Para la
alees» de una especie hay que tener en cuenta, en primer lugar, las variaciones
wtdivtaM asistentes en la respuesta Inmune, por lo que es necesario inmunizar

varias animales frente a la misma sostanda, por si se da el caso de que algún

a~tsal no produzca la respuestA deseada, o que en el curso de la inmunización
ube algún tlgo de ‘accidente’ que de lugar a su eliminación. Por ello, el animal

~t¡td»debe ser lo sd&asemeníe ¡maride para obtener un buen rendimiento en
anas» a voltzan de plasmaz o suero, IScil de mantener y manejar (Inmunizaciones
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y sangrsast resistente a las inmunizaciones y, además, producir un elevado titulo
dc anticuerpos en el menor tiempo posible de inmunización (Dreaser, 1977: Hura

y Chartler, 1980; Vaitukaitis, 1981; Catty y Raylcundalia, 1988). El conejo reune
todas estas características, produciendo anticuerpos policlonales idóneos para ser

empleados en las técnicas inmunológicas de análisis hormonal, con una respuesta

excelente de [gOespecificas, fáciles de purificar, frente a los esteroides más
variados, mediante una inmunización a corlo y largo plazo, sobre todo utilizando

conjugados inmunizautes esteroide-aJbúmints sérica bovina, altamente antigénicos
para esta especie. produciéndose sólo una pequeña fracción de anticuerpos frente

a la albúmina. la edad de los animales es otro factor que hay que tener en cuenta,
Dreaser (1977) señala que se deben emplear animales jóvenes pero ya adultos,

sanos y alojados en unas condiciones bajo las que no estén sometidos a ningún tipo
de estrés. Los animales reci¿n nacidos o muy jóvenes no son aptos para la

inmunización, puesto que no poseen aún la capacidad de producir anticuerpos o
poseen una inmunidad pasiva adquirida a través de la placenta o la leche, que

interfiere los procesos de inmunización activa. Los animales viejos, poseen una
capacidad dc respuesta inmune signIficativamente reducida, por lo que tampoco son

aptos para los procesos de inmunización activa. Aunque por regla general no
existen diferencias en la producción de anticuerpos entre sexos, en el caso
particular de la producción de anticuerpos policlonales frente a esteroides, algunos

aulores señalan que el sexo de los animales puede influir en la respuesta inmune,

por lo que realizan la inmunización frente a hormonas femeninas en machos y
frente a hormonas masculinas en hembras, o machos castrados (Wicldngs et al,,

1912).

En el caso de que se necesiten grandes cantidades de anticuerpos se utilizan
corno productores de anticuerpos policlonales frente a asteroides, ovejas y cabras;

pero su mantenimiento es caro y su manejo es más complicado que el de la especie

anterior. Se suelen usar en las técnicas en las que se utiliza un segundo anticuerpo

(EIA con separación DA o DASP).

Los ratones se utilizan en la producción de anticuerpos rnonoclonales (Fantl
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ct al., 1982, 1983, ¡984: Wbite et al, 1985). En la producción de anticuerpos

policlonales frente a estradiol4lfi, progesterona y testosterona. SU 115000 estA muy

estendido porque además de proporcionar muy poca cantidad de suero o plasma

por animaL el titulo que desarrollan no es muy alto (Wbite et al,, 1983) y varía
enonnenlente de unas estirpes a otras, factor primordial a tener en cuenta (Can>
y Raykuadaha, 196*). Para la prodnccidti de anticuerpos policlonales frente a

testosterona se ha utilizado la estirpe CS7EL/6 (Tateishl et al, 1980) y la Balb/c
(Wblte et al, 1985).

C. PROCESO DE INMUNIZACION-

Es nmy Impoctante elegir la pauta de Inmunización idónea para conseguir
un alto thlo de anticuerpos en el menor tiempo posible. Para ello, se debe decidir

la forma en la que se va a administrar el iriniunógeno y teniendo en cuenta que hay
que utilizar la menor cantidad posible (Dresser. 1977), se debe potenciar su

inmpaidda4 lo que se consigue mediante el empleo de inmunopotenciadores

(ad~ranses), abajando la ruta mis idónea de administración, las dosis y el tiempo
adecuados, entre Inyecciones y el tiempo total de la inmunización (Catty y
Raybadaha, 1988).

La irdUsadón de adyuvantes es esencia] en la producción de anticuerpos
polidosales (reate a esteroides. Los mis utilizados son los de Freund (completo e

incompleto) (vine cuadros de autores). Esw sustancias son inmunopotenciadores

que ampbaa la respuesta humoral de los inmunógenos, activando uno o mis
sectores del sistema Inmune (fljssen. 1985). la adyuvantes de Preund (1942) son

de naturalera oleosa, estia compuestos por un aceite niineral y una sustancia
estabilizan que Ura incorporada un emulalonante que permite conseguir
ennalatues estables entre la fase acuosa (lnrnunóeno) y la oleosa. El adyuvante

eolrApieto lleva inecuvorado tina dispersión de Mycobacterium tuberculosis (0,5
mg/ni) inactivada por calor. Wbisehouse (1971) señala tres efectos muy
importantes relacionados con la intensidad de la respuesta inmune producida:
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a) Al ser inyectados (generalmente subcutánea o intradérrnlcarnente)

fonnan unos depósitos produciendo un desprendimiento prolongado

del inmunógeno desde el punto de inyección, consiguiendo un

est!mulo continuado del sistema inmune.

b) El adyuvante completo induce la formación local de granulornas

asépticos ricos en macrófagos y células lnmuriocompetentes

(monocitos).

c) Minimizan el efecto tóxico que pueda causar el inniunógeno sobre el

animal.

Muchos autores (véase resumen) utilizan, además, otro inmunopoienciador

en la primera inmunIzación, generalmente &rdetella penussú Intraniuscularmente.

Tateishi et al. (1980) desarrollaron un nuevo procedimiento de Inmunización para

laproducción de anticuerpos policlonales frente a testosterona, con una reactividad

muy baja frente a So-DEI, induciendo la tolerancia de los linfocitos 13 mediante

la inyección de la Sa-DEI conjugada a un copolímero de elevado peso molecular
(copolímero de ácido D-glutámico y D.llsina). Este conjugado se une
especlfieameníe a los receptores superflciales de los linfocitos B causíndoles una

tolerancia irreversible frente a esa sustancia, obteniéndose en la inmunizacIón

posterior, unos anticuerpos muy especificos frente a testosterona al eliminar

prácticamente la reacción cruzada con la So-DEl’.

Ibas vías de administración y las pautas de inmunización son muy variadas,

prácticamente cada autor desarrolla una distinta y la señala como la más efectiva

(véase resumen). En el caso del conejo, la paula de inmunización ints utilizada ha

sido la propuesta por Vainikaitfs et al. (1971) que consiste en la administración de
múltiples inyecciones subcutáneas o intradérmicas, de muy pequeño volumen (10-

100 ¡rl) en el dorso del animal (dibujo 1).
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Se ha wn~woh4o que el despftndlmienw prolongado del rnnlunógeao

dn4e vrtos sinos. produce una mayor estimulación de la respuesta Inmune.
lllawm t al. (t~~> pusieron tiria patita de ¡nmunlzactón distinta, mediante La

aMa lar dcl nitógeno (tres dosis cada dos semanas).
wwctonos de recuerdo. o beostan, intravenosas, mensuales, con el

los los ca la declmonwena semana, Estas dos pautas de
e a can varian segsin Los autores, han sido las mÁs utilizadas en

a a cpos p*cloaalea treme a esteroldes <véase resumen). La

osan tactos que puede detenninar la especificidad de

~rZlatmásfrene a estewldes (Tboraeycrott es al, ¡910, Waiker
tu es al., 1V~ bawsocs el al, 19%), ya que se ha observado que

trazadas que ~nsooaael azafruerpo prodncido turne si ostos

a put%r de un cierto t4en~o del condenso de la ~nan¡zación

1 mes.). sin que se observe un aumento significativo del
aunwa no todos les autores están de acuerdo con esta

#tm qn las reacciones cruzadas que presentan
c~ treme a tesrosaerocca discainuyen hasta 2-3% a los 11 meses después

da
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D.. TITIJLACION DEL ANTISUERO.

A medida que se va produciendo el antisuero es necesaria su titulación para

comprobar si la inmunización se está realizando de forma correcta y si el animal

está respondiendo bien a ella. Para ello, se extrae una pequeña cantidad de sangre

y serealiza la titulación del antisuero. Generalmente, estas sangrías se realizan diez

días después de las inyecciones del inmunégeno, aunque este tiempo es variable

(Wickings et al., 1917),

Existen gran cantidad de métodos para realizar la titulación del antisuero,

que incluyen las técnicas inniunológic.as básicas: reacciones cuantitativas de
precipitina o bemaglutinación (Thorneycroft et al., 1970), precipitacion en geles de

Agar (Rutíer, 1980; Catty y Raykuncta!ia. 1988), pero sin duda, el método más

empleado para detectar el titulo de los antisueros producidos frente a esteroides ha

sido el RÍA (véase resumen).

Estas titulaciones permiten determinar cuál es el momento idóneo para
comenzar lo obtención y purificación de los anticuerpos.

t. OIITENCION, PTJRIFICACION Y ALMACENAMIENTO DE LOS
ANTICUERPOS PRODUCIDOS,

Una vez alcanzado un titulo aceptable de anticuerpos, se extrae de los

animales, el piasmao suero que contiene los mismos.La frecuencia y volumende
las sangrías está en función de la especie que se haya inmunizado. En el caso del

conejo, la sangre se obtiene generalmente a partir de los vasos de la oreja <arteria

central o venas marginales), o por punción cardíaca, siempre bajo anestesia. El

volumen que se suele obtener en cada extracción oscila entre 20-30 ml/semana y

30-30 ml/cada 24 semanas, dependiendo del peso de los animales, aunque en

trabajos recientes (ultra et al., 1990> se ha demostrado que se puede extraer un
volumen de 50 ml/semana de sangre sin queel animal sufra alteraciones en sus

funciones siempre y cuando se le deje un cono período de recuperación, antes de
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practlcark ~4t3rA>eva extracción.

En ~osratones se realiza una eranguñiación total, siempre y cuando el titulo

haya sito aceptable (White st al, lflS>.

Enel caso de la o’tja itt> existen problemas en cuanto al volumen de sangre

~S~>”W /memuales~ que se puede obiener, realizándose las extracciones
generaintcnve a partir de la vena yugular (Can> y Ravkvndatia, 1988).

No indas Las autores purifican las inmunoglobulinas contenidas en el
antcsae,o, mochos de ellos (véase resumen), se limitan a eliminar la pequeha
hacción de asrnioaerpcs producidos frente al portador, generalmente mediante una

aorsn de éstas (método de Thomeycrofs ct al., 1970). El resto emplea
~ccuoanretras méuts de purificación: nvanol. precipitación con sulfatas

o indica) con ywuíerú cromatopafla de intercambio iónico o no y
crinnacopafia de aflatad con Seplwosa 4B. La mayoría de los autores eliminan

a t seo a de naucoerpus producida frente al carrier, mediante una adsorción de
teno

Las aMernrpas pdi&aales frente a esteroides son muy estables y se suelen

r o a ca ~gekebso liofikiaados, siendo este último el método de
e ya as perene la conservaciÓn de los anticuerpos un período más

prcñnogalo de tlw~o.

E ca&QUIZACmN DE LOS ANTICUERPOS

ECONTtOL DE CALIDAD).

dha mo ea de suma ¡w4orsancia, puesto que, como ya hemos

La qu5rnica especial de las hormonas esteroldes hace que
tea la perfecta caracseñzación de los anticuerpos polidonales

para so utllilzacitat ea las técnicas utnsunolóajcas de análisis.

36



El criterio utilizado por la gran mayorfa de los autores (por no decir que

todos), es el propuesto por Abraham (1969, 1975) que incluye la determinación del

titulo del anticuerpo, la afinidad del anticuerpo por su esteroide y la especificidad
del anticuerpo frente a su esteroide y otros próximos estrucluralmente. El titulo de

un anticuerpo se puede definir como aquella dilución de andstzero o anticuerpo que
une el 50% del esteroide marcado bajo unas determinadas condiciones. Otros

autores (B.oenisch, 1989) lo definen como la dilución de anticuerpo mis alta que

resulte óptima para el desarrollo de un método espeel fico.

La afinidad del anticuerpo influye en la sensibilidad del ensayo, puesto que
el Utuise teórico de sensibilidad está determinado por la constante de afinidad. El
cálculo de esta constante es complicada y en determinados casos no se puede

realizar, ya que es necesario alcanzar el equilibrio termodinámica, lo que no se
consigue todas las veces, como por ejemplo en ELISA de competición <Mutuo y
Swbersfeldt, 1984). En estas técnicas se sustituye este parámetro por el
‘comportamiento o practicabilidad” del anticuerpo en la ejecución del ensayo, que

al igual que en la caracterización de los conjugados enzimáticos es el que
realmente posee relevancia (Schuurs y Van Wee¡nen. 1980; Blake y Gould, 1984).

La especificidad del antisuero o anticuerpo es un factor determinante para

que las características de la técnica puedan ser aplicadas en su totalidad. Abraham
(1915) señala, que cuanto más especifico sea el método de determinación, el

tratamierno previo de la muestra será ints sencillo o incluso innecesark y ésto

está en úsncldn de la especificidad del anuisuero o anticuerpo. por el esteroide
frente al que ha sido producido. Esta especificidad se determina realizando las

pruebas cje ‘reacción cruzada’, que consIsten en enfrentar distintas diluciones del
anticuerpo frente otros esíeroides muy relacionados estructuralrnenie con el
eS!ewide frente al que se ha producido eí mismo.

La caracterización de los antisueros o anticuerpos obtenidos. está incluida
ea la validaciónde las técnicas inrnunológicas de análisis hormonal, de manera que

puedan ser utilizados en cualquier laboratorio, bajo las mismas condiciones.
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3,. ELECCION DE LA ENZIMA ADECUADA.

Ewa elección es crítica para una puesta a punto del m¿todo en las

crindiciones óptimas. La enzima apropiada para el desarrollo de un EM debe
reunit las siguientes características (Magio. 1980 Riad-Fabmy et aL, 1981: Blake

y GosM 1984: tússen, 1985):

Debe ¿sur disponible con r~ pureza a un precio asequible, ser
soluble y de fácil preparación.

Elmda actMctad especifica: baja 1C para el sustrato, pero alta lC,

Daba ser estable y activa bajo las condiciones requeridas para los
ensayos (pl’!. composiojón de las soluciones tampón, concentración
lórtica, etc.>. especiahaente para una buena formación de los

complejos aageno’anticuerpo.

Ea su estructura deben existir grupos reactivos a través de los cuales

se puedan efacrúar les procesos de conjugación: unión covalente con
a bonnenas. em ls narnima pérdida dc las actividades enzimátín

e inmasne.

t*5$ttW*PdOSemirwAbormona deben ser entables largo tiempo bajo
tas cond$i&ees usuales de almacenamiento.

El método de anA it para la evaluación del producto de la reacción
e’ ca debe ser económico, preciso y sensible, prefen’blemeate

rcíf onátrico (end~point) y no estar afectado por factores
presa res en la maestra.

- tas enzima snróssss y cafacteres no deben entraflr riesgos
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potenciales para la salud.

La enzima debe estar ausente de los fluidos biológicos.

Por último, no deben existir factores endógenos de la muestra que

afecten la actividad enzimática.

Las enzimas más utilizadas en los HA heterogéneos para hormonas

esíeroides son: peroxidasa de rábano picante (HRP), p-galaclosidasa, fosfatasa
alcatina, penicilinasa. ureasa y glticoamilasa. Todas reunen las características

anteriormente señaladas y las suyas propias <composición química, procedencia.
sustrasos, etc). Bosch et al, (1980); Riad’Falimy (1981>; Oellerich (1983): Blake y

Gould (1984) y Tljssen <1985) han realizado unas revisiones muy extensas sobre
este tema, detallando las características especificas de cada enzima (naturaleza

química, obtención y purificación, propiedades catalíticas y cinética enzimática,
susíratos y cromnógenos), los métodos para determinar la actividad enziniática y los
detalles prácticos sobre la catálisis enzimática y su Inhibición (efectos del pH.
temperatura etc., sobre el Indice de reacción de las enzimas). Sin embargo, hay que

señalar que la peroxidasa de rábano picante (HRP) ha sido la enzima más utilizada
desde el trabajo pionero de Van Weemen y Schuurs (1972) para la detenninación

de estrógenos (véanse cuadros>, quizás debido a su facilidad de conjugación a los
derivados esteroides ya la amplia variedad de sustratos y cromógenos que permiten
desarrollar técnicas de determinación de la actividad enziniática, sencillas y

precisas.

Recientemente. Sauer el al. (1989 a, b> han realizado un extenso estudio
comparando el uso de cuatro enzimas (peroxidasa, fosfatasa alcalina, penicilinasa

y s’galactos¡dasa) en un ELISA heterélogo, en microplaca y directo, para la
determinación de progesterona en leche de vaca, relacionando estos conjugados con

las condiciones del método y la sensibilidad alcanzada con cada uno de ellos. Sus
conclusiones apuntan que las cuatro enzimas son apropiadas para la determinación

de progesterona mediante este ELISA bajo las condiciones propuestas, sin

39



inclinarte definitivamente por una, debido a que todas ellas producen unos análisis
lo suficientemente sensibles.

Por otro lado, debe seleccionarse cuidadosamente el derivado esteroide

empleado para la conjugación a la enzima. En esta selección influyen varios

Factores;

El tipo de análisis elegido (homólogo o heterólogo) (Van Weernen
et al., 1975; Exley y Abuknesha, 1977; Kabakoff, 1980: etc.).

La posición de la molécula esteroide en la que se realiza la

introducción del grupo.

La naturaleza del puente o enlace de unión y la longitud de este

enlace: Esteroide.(CH2)n.enzima; Hosoda et al. (1980, 19Mb, 1986),
despu¿s de realizar una serie de estudios sobre este tema, concluyen
diciendo que la sensibilidad de los El!. se puede incrementar

utilizando conjugados esteroide~enzirna con puentes de enlace más
cortos que los utilizados en el ininunógeno. &plican este efecto

debido a la existencia de una interacción estérica entre el anticuerpo
y la enzima marcadora, que puede ser similar a la que se produce ea

el proceso de selección clonal en el curso de la inmunización, entre
el Inniunógeno y el receptor de inniunoilobulinas situado en la
superficie de los linfocitos B, sin embargo, indican que seguirán

realizando estudios sobre el tema con el fin de determinar mejor la
lnfr~encia de este factor sobre el desarrollo de otros El!..

La incorporación molar del bapteno a la enzima va a depender de la
relación inicial esleroide/enzima, de las características de la enzima

(n de grupos disponibles pan la conjugación) y del método de

conjugaciÓn. Tal y como se puede comprobar en los cuadros
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resumen, los distintos autores consultados han empleado una amplia
variedad de relaciones molares iniciales esteroide/enzinta. Para cada

enzima, los autores encuentran idónea una relación molar inicial
distinta, pero en el caso de la peroxidasa. por ejemplo, se decantan

hacia una relación de 20 moles de esteroide/mol de peroxidasa (Van

Weernen y Scñuurs, 197$: Masseyef y Ferrua, 1980; Mutuo y
Stabenfeldt, 1984; Marcus y Durnford, 1986: Sauer et al, 1989 a, b>.

Con ella se obtienen conjugados con bajas Incorporaciones molares
del esteroide a la enzima (3-1:1), necesarias pan que las técnicas

presenten una sensibilidad adecuada, ya que una incorporación nielar
excesiva del esterolde a la enzima no permite que la reacción de

competición con el esteroide libre se lleve a cabo en las condiciones
adecuadas <Joyce ci aL, 1978; Sauer es aL. 1981 y Mtinro y

Stabcnfeldt, $84),

Los derivados esieroides y los meíodos de conjugación utilizados por los

distintos atuores, para la formación de conjugados estcroide.etizima y el posterior
desarroflo de las técnicas IlUSA para 112, PA y 1. se encuentran reflejados en los

cuadros resumen. Como se puede ohiervar. la mezcla anhidra Ita sido el vn¿todo
de elección para la conjugación de la HRI’. mientras que para la $~plactosidasa

se han udflzado, fundamentaIment¿~ las carbodiiniidas.

La purificación y caracterización del conjugado son des puntos aq
importantes para obtener un rendimiento óptimo de esta conjugación.

Das son los métodos más empleados para la purificación de esto,
conjugados:

‘Diálisis exhaustiva, cromatografla de exclusión molecular en gel con
Sephadex 0.50 y ulíracentrifugación de Endiente de densidad (Van Weemen y
Schuurs, l9~2, 1973. 1976). Con la combinación de estas tres técnicas, estos autoses
consiguen eliminar tanto el derivado esteroide como la fracción de la treinta que
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no se ha conjugada

Diálisis exhaustiva y cromatografía de exclusión molecular en gel o gel’

ftracióo, con distintos tipos de geles: Sephadex 0-25, Sephadex 0-50, Sephade.%

<1-75 y Sephadex 04~> Este m¿todo es el más utilizado (véanse cuadros) puCS
permite eliminar totalmente el derivado esteroide que no 54 haya Conjugado, lo quC
es totalmente necesario, puesto que éste puede interferir posteriormente el análisis.

Con este método no es posible separar la enzima que haya quedado sin conjugar.

pero como ya hemos sefialado antes (Mutuo y Stabenfeldt, 1984), si el método de
separación de fracciones es adecuado, esta eliminación no es necesaria. Sin

embargo, algunos autores (Abuknesha y Exley. 1918> estiman necesario reallzafl a
y coatiplesan esta purificación con una cromatografía de afinidad (Sepharosa 4B)-

Por último, la caracterización de estos conjugados se debe realizar teniendo

en cuerna unos parámetros básicos:

La incorporación molar del esteroide a la enzima. Con ella so

determina el rendimiento de la conjugación.

Tres son Los métodos más empleados: método espectrofotorn¿trlco dc
Erlanger etal. (l957)~ m¿sodo de Habeeb (l9~), modificado por Fields (1971) que
consiste ea la determinación de los grupos amino libres de la enzima antes y

después dc la conjugación y determinación por RX¼Los tres métodos han sido

wyúiasasme utilizados (cuadros reswnen> y aunque existen autores (Munro y
SaabanMú’, 1984) que se decantan hacia el dIrimo, todos son válidos.

La acÚsida~ enzisriárica de la enzima antes y después de la
conjugación, Se realiza generalmente determinando la misma

Costeentración de tiulotá conjugada y sin conjugar, enfrentándola a
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los susarasos y croznógenos idóneos y calculando posteriormente el
porcentaje de actividad enzimática después de la conjugación.

Existen varios métodos pan las distintas enzimas, algunos de los

cuales han sido adaptados a microplacas, entre ellos destacamos los
siguientes: McCornb y Bowers (1972) para fosfatan alcalina; Exley

y Abulrnesba (1978) para A’galactosldasa4 Nov$ck <1962) para
penieinilasa. Joycees al. (1977) para perozidasa Sauer a aL <1981)

para p-galacwsidasa; Van de Wiel a al. <1982,1966) paraperoxídasa
y Sauer et al. (1989, a) para las cuatro enzimas mencionadas.

Comportamiento o practicabilidad de estos conjugados en el
desarrollo de los 21k este último criterio junto con el primero es

uno de los determinantes para una buena puesta a punto de una

técnica EM, en él se deiermina la unión del conjugado al arnlcuerpo
y la sensibilidad, repedbilidad, precisión y exaccirtid del método

(Schuurs y Van Weemen, 1980). Munro y Stabenfeldt (1984), señalan

como una referencia práctica, el alcanzar una lectura de absorbancla

de 0,6 . 1 compatible con una buen sensibilidad, basada en la

adición de una serie de concentraciones de hormona sin marca!.

4.. ESTABLECIMIENTO DE tU CONDICIONES DEL METODO DE

ANÁLISIS:

Este punto lo hemos ido revisando a lo largo de las condiciones que se
deben tener en cuenta para la puesta a punto de los distintos métodos EL¼sin

embargo quedan algunas cuestiones que puntualizar. Magio (1980) y Burrels y
Dawson (1982) señalan unas pautas básicas a seguir:

En los ELISA, un factor importante a tener e» cuenta es la fue

sólida. Existe una amplía variedad de fases sólidas disponibles. El
material más utilizado ha sido el poliestizeno que sirve para la
inniovil’tzaeión tanto de anticuerpos como de antígenos. Se usa en
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forma de: tubos de ensayo (Sadeh, 1979), bolas o esferas (Cuisdon.

et al., 1918), cubetas (Ellens y de Leeuw, 1977), y micropíacas de n
pocillos (adaptado por Voller y Bidwell, 1915). Las micropíac~ son
las más utilizadas por los distintos autores (cuadros) y Burrels y

Dasnon (1982), recomiendan las de fondo plano con el fin de evitar
errores de lectura de absorbancias. Tambi¿n se han Utilizado otros

materiales corno polivinilo, pero con resultados más desiguales
(McLaren et aL, 1981). Con las microplacas, la unión del antlge~o o

anticuerpo a la misma se realiza mediante adsorción (Mqgfo, l98O)~

Para los métodos DASP, se han utilizado como fases sólidas la Sepharqn.a
la celulosa microcristalina,o una combinación de ambas (cuadros>, La unión

del antígeno o anticuerpo a este tipo de fases sólidas es covalente, e implica u.
procedimiento de conjugación previo un poco más complicado.

Como se puede comprobar en los cuadros resumen, las condiciones de

adsorción de los antígenos y anticuerpos a la fase sólida son también muy variablet
El ,ulwn¿a (50 pl ‘ 3W ~.l>,

U concentración de antígeno o anticuerpo que se adsorbe. generalmente en
el caso de las proteínas <anticuerpos) y utilizando como fase sólida microplacas de

poliestireno (cargado negativamente> se emplea una concentración que varía de 0.5
‘1 ssgjpocillo con el fin de consegst una Única capa de proteína adsorbida a estos

po4hs. Poe encima de estas cantidades, la adsorción de proteínas se realiza
pr*abltznente mediante interacciones hidrofóbicas. Por otro lado. no se debe

utfíizar una cantidad de proteína muy elevada, ya que ello da lugar a interacciones
proteicas que lo único que producen es un gasto inútil sin que se consiga un
incremento de la sensibilidad del ensayo (Blake y Oould, 1984>.

Las técideas de adsorción son también muy variables y cada autor señala la
suya coma la más conveniente Estas técnicas varian en las soluciones tampón

en la temperatura y en el dempo de incubación. La solución tampón
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más empleada es carbonato-bicarbonato 0,05 M de pH — 9.6 (Burrels y Dauson,

cuadros resumen). Otros autores, corno Sauer (1982), señalan que la adsorción de
los anticuerpos a la fase sólida se realiza en condiciones óptimas utilizando una
solución tampón de acetato de pH u 5, Marcus y Durnford, <1986) adsorben las

inmunogiobulinas a pH 4, señalando que para su ensayo, estas condiciones son
las óptimas al incrementar notableniente la sensibilidad. Colí et al. <1988), indican

que la dilución de las Inmunoglobulinas en agua destilada o deslonizada. reduce las

reacciones de fondo, inespecificas. La temperatura y los tiempos de incubación mnts
empleados son las siguientes <Burrels y Dawson, 1982; Coil, 1988): 16 horas a 4’C,

16 horas a temperatura ambiente, 16 hom a 3740’C, 3 horas a 37-40’C y 30
minutos a 3VC.

Algunos autores emplean un retapizado con una solución tampón que lleva
incorporada una proteína, con el fin de evitar la adsorción inespecífica de la

enzima, o la muestra, en las fases posteriores del ensayo (Sauer et al., 1982; Van
de Wlel et al., 1982, 1986). Marcus y Haclcett (1986) van aún más lejos, al señalar

que un retapizado de 2 horas a 4’C con una solución tampón (PM, pH u 7) que
lleve Incorporado el 1% de albúmina sérica bovina (MA), ea imprescindible para
un óptimo desarrollo de las etapas posteriores del método.

La reacción de competición también se desarrolla en las condiciones más
variadas, Son factores importantes: las soluciones tampón empleadas, el pH al que

se lleva a cabo la reacción, el volumen de los distintos reactivos (volumen de
muestra en relación con el volumen de conjugado), la temperatura y el tiempo de

incubación.

Van Weemen y Schuurs <1972> recomiendan la utilización de soluciones

tampón que lleven una concentración 0,OIM de fosfato, para impedir la adsorción
inespecifíca del conjugado enzimático a la fase sólida. Las soluciones tampón as%

como el pH (5.7) varían según la enzima empleada. El tiempo de reacción
generalmente es de 2 a 3 horas en los sistemas que emplean como fase sólida las
microplacas, en los otros varía según el método de separación empleado (DA,
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DAS?), La temperatura es otro (actor imponente, tanto en la rea«í~ de
cúnto en la reacción enaimática. en la que incluso llega a ser un factor

Poe wpaeno. está en fanción da la enzima empleada.- ea el caso de la

•jú~cseirdasa, fosfatase alcalina y penicibansa se emplean temperaturas de 4~ a
eSt, eón la peroxidasa las reacciones se realizan a temperatura ambiente <20-

U’Q ala que se sobrepasen Los 24t punió que por endina de esta temperatura
se ánm una disrniancióts de los valores de absorbencia muy significativa (Zarco,
1W), Manija y llaekett <1966) sefialan que el rendimiento de la reacción de

weapeticM se incremeata notablemente aaando se realiza a 40, observándose mi

aumento en la repeatiMad y precisión de la t&oica.

Qn lanar que hay que tener ea cuenta para el establecimiento de las

«alideasa del ensayo, es el tiempo que transcurre al dispensar los distintos

reactivos en la reacción de competición (solución tampón, muestras y conjugados),

desde el pasar al Último pocillo. Este factor ha sido estudiado por numerosos
aunares (Mamo y $snbealeldt, 1984; Marcus y Hackett. 1986; Van de Wlel et al,
19* Zarco, 1986) y toda tesina que no debe ser superior a los 6-8 minutos,
puesto que con tiempos superiores se observan variaciones muy significativas en los
recalasdos oloen~doa en lot Salinos pocillos, con una disminución en los valores de

lo que conlieva isa error en la cuantificación de las muestras. Prakash
es al. (19P), bu desmallado un método RUSA empleando dos anticuerpos con

lo que la honda de este factor desaparece.

lAs nontas. cwaó~oos, soluciones tampón, plt temperatura y tiempos
de la reaccica encisaica sos también muy variables. Prácticamente, cada autor

emplea unas distintas siendo este un punto que se deberá desarrollar
en cada tnlsaurta~ un la práctica.

Por Ihos. los lavada que separan las distintas fases del ensayo y cOn los

que se realiza la separación de fracciones labre/unida, son también importantes.
Las de litado ano muy tañadas. pera casi todas ellas llevan incorporado

np de deteqente no ~áW y ssaa determinada carga iónica, con el fin de

46



eliminar perfectamente los reactivos que no hayan reaccionado y para evitar las
reacciones inespecíficas de fondo. Estos lavados se realizan por inmersión, o por

dispensación mediante pipetas especiales (multicanales) o lavadores automáticos
de la solución de lavado, que se elimina por aspiración o volcado dc las

¡nicroplacas o tubos (ilurrels y Dawson, 1982). Los tiempos de lavado varian de 30
segundos a unos minutos y el número de lavados de 3 a 5, aunque cada nastor

emplea el que cree más conveniente.

La preparación4 o manipulación, de las muestras a analizar, pan la

realización del análisis estará en función de si el método es directo o necesita una
extracción previa, también dependerá del tipo de muestra y de la hormona a
analizar. Corno se puede observar en los cuadros resumen, la tendencia, en los

últimos, años ha sido desarrollar métodos directos para la determinación de
hormonas esteroides. exceptuando el caso del estradiol•17$, que por encontrarse

en concentraciones Ínfimas en el plasma de la mayoría de las especies animales,
requiere una extracción previa, con el fin de dismintar codas las sustancias
plasmáticas que puedan Interferir el ensayo <Meyer, 2990).

Actualmente, existen sistemas comerciales de ELISA en tubo~

completamente automatizados, con kirs de algunashonnonas esleroides disponibles

(Boehrlnger Mannheim),

5,. VALIDACION DEL MEXODO ELISA, CALCUW Y EXI>RESION DE

RESULTADOS:

Los métodos de validación de los BIA son los mismos utilizados para

cualquier tipo de análisis cuantitativo. Como parámetros básicos de validación de
cualquier tipo de EIA se emplean los siguientes:

• Especificidad.

- Precisión/imprecisión. reproducibilidad y errores.
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Exactitud ¡inexactitud.

- Desectahilrdad, limite de detección y sensibilidad.

Las definiciones de estos partmetros, y la forma de determinarlos, han sido
racopdas por Abraham (1975>; Cekan, (1975>; Exley y Abuknesha (1918>: Vea

Weemen y Sdsuun (1919); Ma~io, (1960>: Burrels y Dawson (1982): T~ssen

(1965>: Van de Wiel es al. (194ó) y Catty y Raycundalia (1968).

El calculo y expresión de resultados estA en función del método empleada

t~ssea 1465) y Catty y Rnycundalia (1988> realizan una exhaustiva revisión de las
diaristas fornas de calcular y expresar estos resultados, dependiendo del tipo de
rUtc~dt, em$eado~ Actualmente, la mayoría de las casas comerciales han
destrenitado unos softwaree que vienen junto con loe lectores de placas o

etrpecsrdorómnuos, cuyo inane» en la mayoría de los casos es sencillo, abarcando
todas Ints c9tonei r.ecesanas para el calculo y expresión de los resultados (dículo

da concentraciones hormonales en las unidades requeridas, trazado de cuma
estándar y recias de regresión, troj

Es los cuadros resumen se han revisado los distintos métodos EA
esn$eadtas raen la deseratación de estradlol-I7p, progesterona y testosterona. Ea

ellos se encuentran reCejados: los distintos derivados esteroides empleados ínra la
conjugación y el knnmnfleno, el método de conjugación, la enzima empleada, la
norparación molar del esteroide a la enzima o al carrier. el tipo de análisis

Ítstslor o hrcectp~ la separación de las fracciones unida/libre, los sustraled
y crrntgesn etn$eada, la eapecle en la que han sido producidos los anticuerpos.
el hOtoinc4tgicr en el que han sido deteminadas estas hormonas y la especie, la
extracción prat de la rnaesn o el arel directo de la misma y los limites de
detección y serniVÁllda4 ant <orn> la precisión de las distintas técnicas (* CV4
Ints tto&s dc twitlcación del conjqndo y el anticuerpo, los procedimientos de

aedo y la sopeedlcidad de los anticuerpos o ansisvercis,

46



2

II
1

Iii

2
2

a
±

1
~

4:
1

¡
1

¡
1

II
s
g

5

1
1

1
1

o

II

I
I

II

‘it
¡1

1
1iu~

11

‘1
14

1

¡1¡

o’t

1
~

u
¡II

ea
-o¡ IIII1

O11
1o

II
1É

II1

1

*‘1143



1
¡

1
¡

~

¡1
!

ji

1
24:

II
fi

1II~II
ji!

1

‘1
1

ts
‘1

1



1
1

1
1

1
1

a

¡
¡

¡

1
4:1

1
1

Ii
¡

1

~
:

1

a
u

u
~

III
U

~
iII

1‘I
IIII

¡
It1

1
1

1
¡

¡
1

1
~

~
1

t
A

A

iii

III
It

1

‘III
¡

~
,¡

y
¡

1~
it

r

y
,

II1
¡¡

1
1

¡
4

4
1

u
•

u
~

1



u
1

5
1

1
1

a
E

!
A

1
1

P
!

~

It
1

II
1

¡
‘tia

%
~

4:
a.

a.
t

a
a

5
a

8
5

a
t

2

5
a

e
a

a

ge
ge

ge

1¡Jj~
j¡1

u;
u

II
11¡1

a
*

¡¡1
e

¿
1A

¡1!1¡1
‘it’’’’’’

¡

*
¡

:1SI

1i
~

i1
~

JI
a

a
l

a
~

~

!I
1

1
¡1

Iii
~

II

1111111
1~

tiII115
¡1

a
5

¡u
IIa

a

1¡ti
a

I
:1s

¡1
1

1
1

4

iii
t1

11



1

e,u.’

11

auk
¡~~¡

It

u¡~
1

¡¡UI’
iii

1
1III’ 1
1

5
5

E

¡
~

aw

¡1ji



1
1

!‘1’11
1

1
e

—

¡
5

A-

a
e

11
,

~
ti

1’
¡

11111 4:2
a1

a
1

A

It1
1

‘ti
a tiii

1¡ EC
I

1¡
1!’

¡
1

¡
II

1

III
¡

1
1

1
1a

•
‘

Iii

1II
‘¡¡

13
a

s
í

II
¡

¡1lI¡’’i1



‘e
’

y
,

¡
~

~
¡

1
I~

ji

II¡
¡

~
:

II
¡11

ti
¡

1

¡
1

1
I~

¡ts

‘‘¡III
1i~¡I

1
¡

1

¡
IIit

1
51

1
i

~
u

8
É

l



1
¡

¡

¡
¡

1ji
U

1

~
1

¡
II II
-1

1

¡
1

¡

¡
II

1111
¡

a1
—

a
a

8

II
1

1~
-t

ii~
1

a.¡
1111

II
i~

~

¡e1eII
1j4

aA¡

r~
1~

>
1

¡iU¡1
¡

A54

1¡¡

-2aE->

uoa,I1
aE

~
I

<
U

U

~

¡

ji

.4
.48

!

E4
8

1



-
r

1~
-

y
,

1fi[~
a

1II1
¡III

u
¡

1111
¡

¡
11

1
¡

,¡I¡
¡

II !iii~
11111111

¡
¡

¡

1
I¡

4
¡1

1



te
-‘

*
1~

!1
1‘1

11~
ti

a

I1

¡
¡1

¡
¡1

1
1

¡

1
¡

¡
1

1
¡1

¡
¡

¡
II

a
1

¡

3I
~

i
¡1

M
~

!~
.~

III¡I
¡ti

•1
~

~
¡

•
4

4

¡
¡

a;
u !

~
it

~¡II¡

¡
—I

‘~

U
!

~
~‘~

~
4

II
¡

3¡

11.eIIIIII

1¡
1¡

1
Iii

i1
14



311fiit

a

¡
aa11

¡¡liii
jiji

1
¡1

5

13
11

¡111
¡1

¡
ti

1
1

1111
1

1!
¡a

Ii
i’1

a’
-

¡11111 it
;t~1

1’

It
It

II
1

1
a

¡
¡

u
ti

1

II
5

IIIt
Hl

!~jI
5

II



re
.

¡
3

1
-a

5
e

—
za

$
¡

2
1

fi
a

,

1
ti

1
1

>
14’
A

II
5

55”

ti
¡1

111111
1’

¡
i

a
1

¡fi
¡

¡
¡

1
11

1!1
1

¡
!

1
¡

A
l

<
‘a

~<

~
¡i

¡Hl
H

¡flp¡
a’

5
—

it
Iii

iii
1

1
a

~
¡

1
¡

•
1

•
a

,
e

¡1
1

11



r

‘0

¡
¡

¡
1

¡
~1

tIft
.4

1~
‘1

E

z~¡

¡1

¡
11

1
¡

11 1
11

¡

1
II

¡

1
¡1

1
1

1
á

1
¡

3
1

1

!
1’

~
R

~

¡¡ti
II

~
5

.
h

g
~

~
e;

E-

I
I

E
5

1

¡E
j

~
Is

¡

ti
1

¡
~

e1

111
15

IIIii

15

1
¡

IIII
<

~

.4
’;

!
£

21£a

1
¡

1¡1



5
3

1
U

1
1

ti
IIH

55

II~
¡¡‘¡1

‘¡1

¡
1

1
¡

I
1

1
1!1

!
¡

1
!

II¡t~
¡¡

e
a

ji
¡¡

E
-’

1
5

¡
¡

¡
¡

1
~

I



—
fi

~
za

Iii

3IU’—
z

11¡¡III’’’
11¡1

ti

tiit;¡!¡‘¡¡II

~
ii111

1

1¡u
u

¡
iIu

IIIII’II
lIla.

E¡
1

E
u

11
1’

¡1
</

./
1

fi41A



1
II

~
¡

1~~
¡~~

E
ra

~
“1

‘u
~

~a~O
A

1
‘t

ti
(1

It

1
¡III

Iii
111111

4
5

5
~

1

M
l

E
j 5

flg
j

¡
~

¡!~
j~

1
-,

1

a
1

ti

¡1
1

¡¡
¡¡1

1’
1liii

¡
i~i,

1
1a

¡
,~

¡
!

J~
1

1
E

1



I~
1

¡
¡

1

1
1

¡
¡

1¡j
¡

1
~

iti~
I

¡
*

I
II

ti
¡

;
It

~
>

¡
uHUD~

u
1~

¡
1

1
I¡¡

¡

11
¡

¡‘‘‘~
1

¡¡
1¡111111

¡
III!

¡
1¡

a
a

3
,Á

—
5

4
¶

‘
ti

H
It

b
1

~
I1

a

rn
n

n
n

’



£

1II¡a

1
~

(1
4

¡
1

1
~

1111

8~

iii’
~

¡

¡

1

¡
II

1;

ji1!

¡11111ua



1
1

d
i

lalila
¡2

¡

¡
¡

¡

11

1
1

¡
¡

1111111II
iii¡
~¿

a
‘e

,

1
4

1
4

4

5

11
1a

‘o

1ji

11
1

1II
¡11

it
1

11

v
iii

t.
.5

,

1
’’

1I!11
11

11
11

1

I
I’

11 ¡
1

lii
II111
a.

a

¡
¡

¡
¡41



1
¡

¡
1

!1

t
a

i
u

~
J

II*AIj
ji

~A
i

•1
I~

ji

it

¡a

1
1

1!

4

1~
¡

a
111

~
l

jAa

1
1

1111
e

la
A

I;
—

1
~

¡
~

4
1

1
iii

1

1
11

¡¡1a3
51



1¡’ii

ti’

¡
¡

¡

1

u
1!

!~¡
~

!
i~

!It
E-

11

zE-

it
1f

4
~

8

.41
!

1
.4

o,o1
u

*

II¡¡

1

1
E1

¡
¡

¡
II

i1¡2

o1¡1oaooEJooa,

II
E

11
1

1
1

1
~

11

¡
II

a
a

~
~



1
itjt

t.

!
~

¡~—5

~

‘1111
•iatiit

11

II
1!

1
:

¡qi
¡It

j
4
It1.~

ji

III
~1

*
II,’

1
i

11 II
5

a
1

!!a
.~

~
~

—3ji

1
‘i

13II
1

1

¡

1!1
1

1131¡1

1

1

e
~

1u



II.- FISIOLOGíA DEL CICLO ESTRAL BOVINO

La fisiología del ciclo estral bovino es complicada y el conocimiento de los
fenómenos que acontecen a lo largo del mismo, ha constituido un problema que ha

interesado desde hace mucho tiempo a una grao ndmero de investigadora

Los primeros estudios. sobre el ciclo estral en esta especie, se basaron ¿ji

observaciones externas del aparato genital de las hembras, con el fin de determinar
la longitud del mismo y la funclonalidad ovárica: estudios morfológicos en ovarios

obtenidos en el matadero (peso, medidas ováricas, número, aspecto y localización
de cuerpos lúteos); estudios mediante palpación rectal (detección de cuerpos lúteos

de ciclo y gestación) estudio del número de gestaciones ocurridas en uno u otro
cuerno uterino, incidencia de folículos antrales de gran tamaño en el ovario
derecho e izquierdo: estudios histológicos de los cambios en el endometrio

producidos a lo largo del ciclo, etc. (1lanimond. 1927, 1955: ClarIr, 1936; Reece y
Tuner, 1938: AsdeIl ¿tal., 1949; Hanckoclc. 1951; Rajakoski. 1960>. Estos estudios

se han realizado en hembras de muy distintas edades y se Uegó ala conclusión de
que el ovario derecho poseía una funcionalidad superior a la del Izquierdo, por
cuanto que el número de ovblaciones, cuerpos lóteos y gestaciones era muy

superior en este lado.

Sin embargo, el conocimiento de los mecanismos que controlan el ciclo
estral de la vaca, ha experimentado un extraordinario avance a partir de la década

de los cincuenta con el desarrollo de los distintos métodos de diagnóstico:
radiográficos. ecográficos. ultrasonográficos y sobre todo hormonales. Con la

aparición y evolución de las nuevas técnicas de diagnóstico hormonal (Rl?.. El?..

etc.) ha sido posible determinar las concentraciones de las hormonas hipofisarlas.
ováricas y adrenales. en sangre, tejidos. orine, leche y liquido folicular.
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El estudio hormonal se completó posteriormente con estudios morfoí~gicos

‘jo vitro’, de distintas estructuras del ovario: técnicas histológicas, técnim de
separación celular, estudio de receptores hormonales en tejidos Ováricos m¿todos

ultraestructurales para la determinación de las funciones de los orgánulos celulares
relacionados con la secreción de hormonas en los tipos celulares específico.,
estudios morfológicos de los cambios que sufre el ovario durante el proceso de

atresia, etc. (Choudary u al., 1968; Marion et al., 1968; Moar et al., 1978; Byslc~y
197% Merz et al., 1981: Centola, 1983; Guraya, 1985; Lipner, 1988).

En cuanto a las características generales del ciclo estral de esta espacie

podemos seftalar las siguientes (Peters. 1985; Dobson y Kanionpatana, 1986: Peten
y BalI, 1931):

La longitud del ciclo estral es aproximadamente de 21.28 ± 0,06 días en
vacas y de 25-20 días en novillas; aunque pueden existir variaciones dependiendo

de la raza. aptitud, (actores ambientales, etc. (Asdell et al, 1949: Rajaltoskl, 19661
Oazverlck et al., 191!). El día del estro se dertomina Día 0’~ la duración del estro

es variable sinOtndose entre 10 y 30 horas. La owlación tiene lugar
espomAn.amense aproximadamente 10horas despu¿s del final del estro (Adeyemo
et al. 1979). ExIsten una serie de factores externos, y ambientales o del entorno.
que ejercen una influencia sobre el ciclo estral de esta especie como, por ejemplo:

la estación dcl año, las horas de luz, la temperatura y la nutrición. Los estudios que
se bu realizado, no son demasiado claros y determinantes en cuanto a la extensión

de la Wnfluenda de los factores ambientales, aunque se sabe que se produce una
en la fertilidad (Cbeswonh y Easdon, 1983; Folman et al., 1983). La

dieta en cambio, si posee un pronunciado efecto sobre los ciclos estrales de esta

especie: se sabe, que hembras a las que se les administra una dieta de ‘alta

cnroat con un alto contenido en proteína son menos fértiles y sus concentraciones
da progesterona son tnás bojas a lo largo de todo el ciclo estral <Palman et al.,
1963V Maltratan Cl al. (1985> determinaron que las dietas de ‘alta energí? ejercen
un electo negativo sobre [a población folicular del ovario, favoreciendo el
cbcctntienac> de los folículos de pequeño tamaño, inhibiendo el desarrollo de los

4
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folículos grandesa e Incrementando los procesos de atresia folicular.

Dentro de este capitulo general, vamos a referimos a la pubertad: Sorensen

ci al., (1959> señalan que su aparición estA relacionada con el peso corporal <250-
3W XÉ)a por lo que es muy variable la edad a la que las diferentes razas de vacas
presentan el primer estro situándose entre los seis y doce meses. Generalmente,

tiste ves que este primer estro ha hecho su aparición, los ciclos se suceden con

regularidad.

La endocrlnologla del periodo prepuberal así como la de este período, no
La sido estudiada muy extensamente. Desjardins y Hafs (1968) estudiaron los

niveles de gonadotropinas bipofisarías en terneras de O a 12 meses de edad; lCarg
es al. <1972), señalan que los folículos antrales presentes en los ovarios de las

hembras prepúberes son capaces de producir cantidades considerables de
estrógenos, mientras que la progesterona es de origen adrenal. Swanson et al.
(1972), determinaron las concentraciones de LII y Prolactina; González-PadIlla et

al. (1975), realIzaron una serie de trabajos ea los que interrelacionaron las
concentraciones de hormonas hipotalimicas, hormonas hipofisarlas y ováricas, en
hembras prepd beses y en el desencadenamiento de la pubertad, encontrando que

no existen cambios significativos en las concentraciones de OnRIl y FSH, en el
periodo prepuberal. Las concentraciones de U-! sufren fluctuaciones a lo largo de
este periodo. Las concentraciones de estradtol-17fi en el periodo prepuberal son

significativamente mis alías (día ~64antes del primer estro) que en los días que

preceden a el primer estro. La pragea¿erona, sin embargo, se sitúa en niveles

basales en el periodo prepuberal, para sufrir una elevación antes de la primera
oleada ovulatorla de LI-!, adjudicando a esta hormona el papel regulador de la
liberación pulsátil característica de la LII, en los ciclos estrales bovinos. Schams et

al. (InI) completaron los estudios anteriores determinando las mismas hormonas
y WSIOltttOna, en hembras y machos, estableciendo dos perfodos en los que las

Jonadotrop~mas sufren un Incremento, el segundo de los cuales coincide con la
pubenad y concluyendo que el inicio de la pubertad está controlado por el mismo
mecanismo neuroendocrino en ambos sexos. Bierley et al. (1987) determinaron las
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enu >onzs dc progesterona en hembras de aptitud cárnica cniz.adn n ej
primer y tercer ciclo estral, encontrando que estas concentraciones son superioras
en el pimercido. Finalmente, Dodsonet al. (1988) han caracterizado los patu},~

4ta la secreción de LII y ¡$11 desde el nacimiento a la pubertad, con unos
resultados similares a los ya contentados.

Continuando con la fisiología del ciclo estral, a lo largo del mismo, testen

logas en cl ovni los procesos que comprenden la folicul~¿nesis; es decir, el
crecimiento y diferenciación foliculares, maduración y selección del foi.lw¡o

o~vka ,, o~vlaoóa y La atresia folicular.

La ioliculog¿nesis está íntimamente ligada a la endocrinologla del ciclo
etaral, puesto que la interacción de la-s hormonas que ántervsenen en este cick

con otros factores intra y axtreováricos, van a regular los procesos de
a esterosde y el crecimiento y la diferenciación celular de los folicutos

nks presentes en cl ovario,

El ciclo astral puede diMiese en dos grandes fases, relacionadas con ka

acosneiriotatos que siena» lugar en el ovario y con la endocrinologla del asismo
«1 ryesat. 19ó%Clarvcricketak. l97l~ Pesen, 1965): Fase folicu¡ar:d¡as 14

½Fase tetstlet días 2~l7, aunque algunos autores señalan que en esta última sc
a distmpár, a st> vez, otras tres: fase lutelnica temprana; días 1.4, 1w

propiamente dicha~ días $10 y fase luteinica tardía; días ll•l7, en la que
tiene lugar La Mecáisis (lrdaM es aL, 1929, 1980).

lintel y Cnvey (1963) realizan otra división del ciclo ¿aral. con el fin de
accionar, cura mayor claridad, los cambios en la secreción hormonal con el

ect teno folictdav

W Pe*Mo pn4sada: desde la regresión lutelaica basta La oleada de

—o—tas.
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i.• Período post.oleadt: desde la oleada de gonadotropinas basta el
establecinIleIltO de la función luteinica.

3.. Periodo luteinico: durante el período de vida del cuerpo lúteo.

Como se puede comprobar, para una buena comprensión de la fisiología del

ciclo -estral de esta especie, las investigaciones se han dirigido hacia tres grandes

campos: endocrinologla del ciclo estral. foliculogénesis y atresia folicular. Con un
perfecto conocimiento de los nilsinos es posible llegar a comprender la compleja

fisiología de este ciclo, de tal manera que sea factible aprovechar en su totalidad
la capacidad reproductiva de esta especie.

1,- ENDOCRINOLOC[A DEL CICLO ESTRAL BOVINO.

Los patrones de las hormonas implicadas en el ciclo estral bovino han sido
estudiados durante las tres ilítimas décadas por un gran nómero de autores y se

han dirigido fundamentalmente hacia dos vertientes:

5.. Hormonas hipotalánilcas y hormonas hipotisarias.
2.- Hormonas esteroides ováricas.

La interacción que todas estas sustancias poseen entre sí determinará la
regulacfó,s de este ciclo <Garvericlc es al., 1971; Wetteman es al, 1912; S.cbams et

al., 1977; Dobson, 1918; Hansel y Convey, 1983: Schallenberger et al, 1984; Walters

y Schallenberger, 1984:Walterset aL, 1984; Peters, 1985: Dlelmatt et aL, [986;
Abeyawardene y Pope, 1987).

Un capitulo aparte, merece la consideración de las proetaglarditas como un

factor fundamental en el mecanismo regulador de la endocrinololfá del ciclo ostral.
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j,. L~a hormona hiposalúnica que está implicada en la liberación de tas

gonadotropinas bpofiwias es la GaRE o UIRE (Gorzadosroptsin releasj~,~
hormone. hormona liberadora de gonadosropinas). El patrón de la secreción de
ana horanrpna no estA aún bien establecido en esta especie, debido a la irexine~

~a aUnica espectflca y sensible para ello. Se sabe que su liberación se rea~

en forma <te pulsos, coincidiendo cada uno de ellos con la stcreción de LII (Hameí

y Conuey, 1983: Peten, 1985).

Las priacipates ¡onadotropinas hipoflanrias del ciclo astral bovino son LB

g hormorse. hormona lsateinizame) y ESIl (follicle stimulating bornss-jne,
rae tietsfianse de los folfculafl. La influencia que la prolactina ejerce en el

ciclo aún no está bien constatas: lIsueb es al. (1984>, la señalan como un factor
regulador te la fouicsdo$nesis. que actuarla a nivel de las c¿lulas de la granulosa,

La FSH pisada ser considerada corno la hormona iniciadora del crecimiento
‘o lar, estimulando tambi4n el establecimiento de receptores de LE en las

I~>~la~ (Manad y Coavey. ~ Esta hormona presenta un pico, u
ata, pl atAuco que coincide con el pico, u oleada, preovulasorio de LII en el

u del estro (Schanss y Schallenberger. 1976; Dobson, 1*71).
ase 24 horas más tarde, presenta un segundo pico, aunque de suene»

• (Dttson, 191$; Webb es al, 1980), Scharns et al. <1971) señalan la
etistasusos da picos adicionales, que tienen lugar a lo largo de todo el ciclo estral

y es relacionados con las oteadas de desarrollo folicular. Sehallenberger ea
4fl$4> y Wáees y S&aflenbergar (1984) señalan que Ja FSH posee una

P ~

La LB es la h flan estimuladora de la maduración y rottra del foilculo

(lo y da la formación y marnenlmienxo dcl cuerpo lúteo. Las concentraciones

da LIL durante ka fiase lutetoica del ciclo estral son relativamente b*s.
va h sons señalado, esta hormona, Nnso con la anterior, presenta un gran

o so ata con el deaeacadenamsenro del estro, la ovulación se produce

te anua las 24y Ita 30 horas ¿espirós de este pico (Schams es al,
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1977; Dobson, 1978; Hansel y Convey, 1983; Walters y Schallenberger. 1984).

A lo largo del ciclo estral, la secreción de Lii es pulsátil o episódica. Rahe
el al. (1980) dividen esta secreción de LII en tres categorías que reflejan el estadio

del ciclo:

a) EtlLfas4Jl1l~Lnita se produce una secreción pulsátil de elevada

amplitud y baja frecuencia <un pulso/4 horas).

b) Durante la Iuiteotisis y la fase folienlar: pulsos con mayor amplitud y
frecuencia incrementada, culminando con el pico preovulatorio de
LB.

c> Período nost.pico preovulainrio: pulsos de baja amplitud y alta
frecuencia (uno/hora). Esta secreción está directamente relacionada

con los cambios que se producen en las concentraciones de
progesterona a lo largo del ciclo estral.

/1

2.. Las hormonas esíeroides ováricas más importantes del ciclo estral de la

vaca, son el estradiol~l78 y la progesterona (Stabenfeldt, 1969; Hansel y
Echternkamnp, 1912; Schamns et al,, 19V).

Las concentraciones plasmáticas de estradiol-l7B presentan un puco niy
elevado antes del estro y un segundo pico alrededor de los días 5-6 dcl ciclo,

permaneciendo en niveles basales durante la fase luteinica de ¿sse (días .12 a -2>.
para ir aumentando desde el desencadenamiento de la luteolisis, alcanzando sana
meseta aproximadamente 26 horas antes del desencadenamiento del estro (Hnsd j
y Convey, 1983; Peters, 1985: Dieleman et al, 1986). Este incremento n las

concentraciones de estradiol-17B está correlacionado con el crecimiento del ~wlo
ovulatorio que se produce en la fase preovulatoria del ciclo (Dieleman el si. 2983),

lreland et al. (1984) han determinado las concentraciones producidas p~ cada

ovario a lo largo del ciclo esíral, concluyendo que uno de loe dos o’rauics es el
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responsable del incremento en las Concentraciones plasmáticas de esta

Se ha postulado que el incremento de las concentraciones de estradiol.l7a eni~~
los ptos preovulatorios de las gonadotropinas mediante un Sistema de

retrofuncionalidad positiva, incrementando la sensibilidad de las goraden,úna~a

la GrsRH y estimulando al mismo tiempo la liberación de esta hormona (Kesaer
es al., 1*61>. Todavía no se conoce exactamente el significado funcional del sqiant

pico de essradiol.178 que se produce alrededor del día 6 del ciclo, aunque se ha

asociado con una de las oleadas de crecimiento folicular (Schalleriberger u al.,
1966; lreland, 1987>.

La progesterona es secretada en grandes cantidades por el cuerpo t~tee. Las
concentraciones plasmáticas de esta hormona reflejan el desarrollo, mantcniralasu
y regresión de este cuerpo lúteo. Las concentraciones comienzan a elevan. desde

el día 4 <tel ciclo hasta alcanzar un pico entre los días 8 y 16, posteriorrnemne
descienden hasta valores basales antes del estro y la ovulación (Garesrick et aL,
1*71: Wesrensan et al,, 1972; Scl~ams eí al., 1977). Esta hormona ejerce un efecto

de resrú&rioonnlidad negativa ukre la liberación de LII (Roche y lrtland. Ini;
¡reInad y Roche, 1982: HawaI y Convey, 1983) reduciendo la frecuencia de los
prsln de Uf, influyendo en la terminación del pico preovulatorio de estradiol.ín
(Aberyawardenc y Pope, 1981). La progesterona presenta tantitn sta parrón

pulsú i de secreción, coincidiendo en la fase luselolea con los pulsos de PSI!
(Walse.rs es al.. [964),

La función da las andrégenos cts la endocrinologra del ciclo estral bovíco
mlsi 0<5 es muy clara. Wtse es al. (1982) señalan que las concettraclosses dc

andnssenodiooa, .áelsidroepiandrosaenodíona y testosterona se incrementan
alsedtadvr del dasencadenaudento del estro. Se sabe que estos nodrógenos sa

vmedMxxios del essradtol479~ ea la es:eroidog¿nesls que tiene lugar en los
líetrk’s amules c’#rlaos. Sia embargo, es posible que posean alguna influencia

ca La clósI del eosnporsan’Ien, de las hembras en el estro (Peten, 1985>.

Las pmn4aadínas poseen una Importante función en la regulación del
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ciclo estral bovino sobre todo la PGE2o, que se produce en el díero. Se ha
postulado un mecanismo de contracorriente desde la vena uterina a la arteria

ovárica ipsilalerdl. mediante el cual se producirla la transferencia de la PGl’2e

desde el útero al ovario- Esta liberación de PCF2a desde el endometrio parece
depender de un periodo de exposición al estradiol~l7B ya la progesterona durante
la fase lutelisica del ciclo esíral. El mecanismo mediante el cual la PGF2a ejerce
su efecto luteoliticO ha sido objeto de una gran controversia entre los autores,

aunque parece estar relacionado con la interferencia específica que esta sustancia
causa sobre la unión de la LI! y de la adenll.clclasa a nivel de la membrana celular

de las células luteinicas.

Schallenberger et al. (1984>; Walters y Schalletiberger (1984) y Walters et

al. (1984), después de una serie de estudios exhaustivos sobre los cambios
endocrinos que acontecen alo largo del ciclo estral, han sugerido un modelo para

explicar el control endocrino de este ciclo:

- La FSH se secreta con una frecuencia mayor que la LI! durante la fase
luteinica, y además, la modulación de la LH parece ser más sensible al fenómeno

de resrofuncionalidad, producido por los esteroides.

Los pulsos de progesterona ocurren como resultado directo de los pulsos
de nl-! y los pulsos de essradiol-175 se producen como consecuencia del estímulo

de Lii.

- Después de la liberación de PGF2o, la calda de las concentraciones de
progesterona se reduce y se elimina el efecto de la retrofuncionalidad negativa
sobre la secreción de gonadotropina. de tal modo que se alcanza un incremento CII

la frecuencia de LI! y con una menor extensión, sobre los pulsos de FSM.

- El incremento en la frecuencia de los pulsos de LE y FSM estímula el

desarrollo del folículo grande preos’ulatorio que secreta cantidades crecientes de

estradiol- 178.
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[ospulsos dc alta frecuencia y amplaud del estradiol~ liB. provocados e~

gran mar~era por la U!, estimulan eventualmente la oleada preovularoria ~e
gonnd ~sropinaque al firul es La causante de la ovulación.

El incremento secundario en las concentraciones plasmáticas de [‘SU.

dcspu4s dc la oleada preovulatoria. parece scr el resultado del incremento en
atnplitud de los pulsos de [Sí!. No se conoce en profundidad el mecanismo final
por el cual ¿Sto ocurre, pcro podría estar relacionado con la eliminación de los

efectos negativos dala resrofuncionalidad producida por las hormonas foliculares,

como por ejemplo el estradiol.I7B.
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2.- FOLICULOGENESIS OVÁRICA.

Agrupados bajo el término foliculog¿nesis se encuentran los procesos

implicados en el desarrollo y crecimiento de los folículos antrales del ovario y la

selección del folículo o folículos ovulatorios.

Greenwald (1972) afirma que ‘Uno de los misterios mis intrincados de la

fisiología ovárica es el conocimiento de los factores que determinan que un folículo

permanezca inactivo, otro comience su desarrollo pero más tarde se vuelva aír¿sico
mientras que un tercero madura y ovula’.

En el transcurso de la foliculogénesis se suceden procesos espectaculares
como por ejemplo: el incremento en diámetro que un folículo primordial del ovario
puede alcanzar antes de la ovulación, estimado en unas 400-600 veces; el

crecimiento de 500 a 1000 folfculos primordiales durante cada ciclo estral que da

como resultado el desarrollo de un folículo ovulalorio y, sobre todo, el hecho de
que durante la vida de una hembra, el 99,9% de los folículos primordiales no vayan
a ovular.

Todo ello realirma la opinión de Greenwald (1912) e ilustra que, ~osólo el

desarrollo de un folículo ovulatorio es un fenómeno biológico extremadamente
raro, sino que también la foliculogénesis es compleja (lreland, 1987).

Se han intentado resolver las interrogantes planteadas para la comprensión

de la foliculogénesis de las distintas especies. Lacker et al. (1987 a, b) y Meuli et
al. (1987), mediante un modelo matemático, intentaron explicar la fisiología de los
mecanismos que regulan eí desarrollo folicular ye! número de ovulaciones. Modelo
matemático que han pretendido validar mediante resultados experimentaleE estos

autores proponen que las interacciones foliculares están mediadas por el estradiol-
liB que actúa corno mesanjero químico, y es utilizado por los folículos en los

procesos de selección para comunicar su maduración al eje hipoíálamo-hipóflsis y

a los restantes folículos. Sin embargo, ésto no parece ser tan sencillo y ada
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permanecen bastantes puntos oscuros, que son vitales para obtener cl máximo
rendimiento reproductivo en las hembras de cualquier especie.

Roche y Boland (1991> afirman que el perfecto conocimiento de la
foliculog¿nesis es de vital importancia para el desarrollo de programas comerciales

de transferencia de embriones, tan en boga en los últimos años. Estos autores
definen la foliculogénesis como una serie de procesos recurrentes de desarrollo

folicular y ovulación, regulados por una combinación coordinada de intrincadas
interacciones entre hormonas, factores de crecimiento, sistemas de comunicación

célula a célula y productos de los genes.

Los folículos son las principales unidades funcionales del ovario (Centola,
[983).La función de cada uno de ellos es la de proveer el sistema de soporte
(requerimientos nutritivos, estimulo inicial decrecimiento, control de la maduración

nuclear y citoplástnica, etc.>, necesario para que el oocito, o célula germInal
femenina, alcance su potencial máximo, de tal manera que al unirse con un

espermatozoide, o célula germinal masculina, se produzca un embrión capaz de
desarrollarse dando lugar a un nuevo individuo (Core-Langlon y Armstrong. 1988>.

Los tipos de folículos que forman la población folicular de los ovarios, han
sido descritos mediante distintas clasificaciones que distinguen los folículos en

términos de tamaño, morfología del oociío y número y organización de las células
granulosas que sirven de soporte a ese oocito: o en relación con la esteroidogénesis

que tiene lugar en cada uno de ellos (Centola, 1983; Greenwald y Terranova, 1988;

(lore•Langton y Armstrong, 1988).

En la vaco, la oog¿nesis se completa al nacimiento, la culminación del

desarrollo fetal son los folículos primordiales, localizados en la corteza del ovario,
generalmente en grupos y formados por el oocito, rodeado de una capa de células.

Integran éstos el grupo de los folículos sin crecimiento, del que surgirán luego el
Testo de los tipos foliculares. Los folículos preantrales o en crecimiento están
(ornados por el oocito rodeado de la zona pelúcida y de varias capas de células:
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me ,nbrarla granulosa y teca. Los folículos antrales o de (Iraní están caracterizados
por la aparición de un antro o cavidad que se llena de un líquido, sintetizado por
l*s células de la granulosa inicialmente, recihiendo en estadios posteriores

susía.ncia% sintetizadas por las células de la teca. El oocito se encuentra rodeado
por la zona pelúcida y un rnontC’ de células granulosas denominado el c~mulo de

oóforos. La capa granulosa está formada por varios estratos y crece a medida que
lo hace el folículo, las tecas interna y externa son las capas más superficiales de
eue tipo folicular (Clore-Lan¡ton y Armstrong. 1988>. Estos folículos poseen una

fisiología muy específica, relacionada con la composición del Liquido folicular que
se produce en el antro.

La estudios que se han realizado sobre la composición y propiedades del

líquido folicular de la vaca, son escasos pero muy exhaustivos. Edwards <1974>

analizó la composición del liquido folicular (iones, glúcidos, mucopolisacáridos y
lípidos, protefnas, gonadotropinas y esteroides) comprobando que esta compuesto
en parte por la secreción de las células del folículo y en parte por exudados del
pIastra. Esta composición es un reflejo de la fisiología de los foliculos antrales y de
los cambios de secreción que se producen en las células de la teca interna y de la

granulosa.

Peten y McNatty (1980) completaron el estudio anterior haciendo más
hincapié en la composición proteica de este liquido folicular, señalando la

existencia, en el liquido folicular de la vaca, de una proteína que une o liga
andrógenos (MW. androgen bindlng protein), similar a la proteína transportadora

de testosterona del plasma. Esta proteína se encuentra en grandes cantidades ea
el liquido folicular de los folículos qulsíicos. No hay evidencias que prueben la
existencia de proteínas similares para progesterona o esuadiol-l7fi, Señalan

también que los distintos componentes de este líquido folicular sufren cambios
constantes y que existen sustancias o factores que Inhiben la maduración del occiso.

Wise <1987), realizó también un análisis exhaustivo del liquido folicular
bovino, análisis bioquímico, proteínas totales, enzimas lisosomales, iones, contenido
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«Al AC-Adn) a~,cÚrhAt1, Y CM~« rl~?W,’~~ ti EtAS ~Cr<.’itks, ~Wrt)relacionan A) os ellos

~t’vnel tmeM fókular. la situación del mario, día del ocio essNí y cl useací¿o
dc atresia. Este c’orrpley3 estudio intentíi cOnseguir dos ohiettvos prEn~~~ Es
ptiyr~r lugar, aclarar las interacciones bic~ulmicas de kn consxiruyenhes del 1

fól~cuiar con el oncito y las células de soporte que le rode’ n II sq’ a

fue lis ,npreasión de los cambios endocrinos hósi ‘os, que acorn~a~ Ita
rr,drac$M fr,ik’u.lar. Este autor estudió las posibles correlaciones etsrerues entre

isAl niveles de hórraurtas plasmáticas y foliculares, aunque Tu> llega a resultados nnay
cl e señala una clasificación endocrina de la atresia folicular basada en La

rekeir3n andrógenos/estradiol-llfl o progesterona/estradiol.- PB.

Las lwnntoras caseroides son las sustancias más conocidas Y mejor

rse dc t?dos los componentes del liquido folicular. Estas ssasrancis
pose. tres si ‘os de Ñncioaes relacionadas con la fisiología del folkvl~, aníral,
«rs eserIna, paracnv,a y autoerina; los esteroides secretados por las células de la

.assu¾t eso Acs ~rt6syensobre La producción de las células tee-ales y sobre la

ma ‘ st el telto, ttxso que actdan también sobre el indice mitótico y ka
¿ e ‘e, ‘y es. de s propia.s células de la granulosa.

Enseno ¿set sspns de ciasificacionies de esta hormonas: química o estructural
5 IEAA5CESYE ~ E

T ‘ ellas rina de tan núcleo químico comsin formado por tres anillos
se~sáeraakcss (A, II y Cl y un cidopensano (O). El precursor de Inc ¡res tipos de

nis e rs’ s es el Colascano ((>27) (precursor del colesterol>. En su
fl’55t5~ e peesrnetiloenlaunióndelosanillosAyB(C40)yen ka

Sil set tEtES a s~ Cvi> (($13> y ursa cadena lateral de ocho carbonos unida al
C 17

£4



La ruptura de la cadena lateral entre (>20 y C-22. conduce a la formación

de los esteroides C-21, o serie pregnano, a la cual pertenecen los progestágenos.
Una nueva ruptura de la cadena lateral entre C-17 y C-20 produce los esteroides

C-19, o serie androslano, a la cual pertenencen los andrógenos. Por último, la

eliminación del grupo metilo del (>10 conduce a la formación de los esteroides C.
lli,o serie estrarlo, a la que pertenecen los estrógenos (Gore-Langton y Armstrong.
19fl).

(Dibujo 2. Clasificación química de las hormonas esteroides foliculares)
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Las hormonas estcroicks £,licvlares también denominadas esteroides

sexuales pertenecen a tres clases funcionales: estrúgenos, progestágenos y
ardrógerios (Peten y McNats. 1980>. Estos autores consideran el otario como un

agregado dc tres tejidos endocrinos: el estroma, el folículo y el cuerpo hirco, todos
ellos con capacidad de síntesis y secreción de hormonas esteroides.

Los estrógenos netis importantes sintetizados por el Ovario son el estradiol.
1’!’Ay it estrúna. La progesterona es el progestígeno más activo seguida de la Ile-

hidroxi.progesterona y de las 20<5 y 206-dihidro-progesrerona. Los andrógenos más
importantes son la testosterona y la androstenodiona.

La biosíntesis de las hormonas esteroides es un proceso complejo de tal

forma que distintas vías de biosíntesis pueden conducir a los mismos productos. En
la vaca, se ha propuesto un patrón de esteroidogénesis en el cual se encuentran

implicados los dos tipos principales de células del folículo antral, las células de la y
teca interna y las cálsflas de la granulosa (Hansel y Portune, 1978; Peten y
McNauy. 1980; Hansel y Coswey, 1983: Peten, 1985: lreland ct al., 1987).

~Dibujo3. Esteroidogénesis folicular en la vaca, lreland 1987).

u
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El dibujo 3 (Ireland, 1987>, es una representación esquemática de la
esteroidogénesis folicular. A primera vista, este esquema puede resultar

complicado, sin embargo, es ideal para explicar el patrón de la esteroidogénesis

ovárica y su regulación por parte de las gonadotropinas hipofisarias LH y FSH.

El colesterol (CHOL), almacenado en las lipoproteinas de alta y baja

densidad (l-TDL/LDL), es el precursor de la esteroidogénesis folicular en ambos
tipos celulares. En las células de la teca interna y bojo el estimulo de la LI-!, que

actúa en la activación del sistema enzimático mitocondrial (SCC), encargado de la
ruptura de la cadena lateral, pasa a pregnenolotia (PREO) y posteriormente a

progesterona (PROC), y vía delta 4, a 17o-hidroxi-progesterona y de ahí a
androstenodiona y testoSterona, o bien vía delta 5, pasa de pregiienolona a 17a-

hidroxi.prCgIWtlolonS , dehidroepiandrosterona, androstenodiona y testosterona.En

estas vías de síntesis están implicados los sistemas enzimálicos de las 17o-hidroxi-
progesterona y 17.20-desmolasas, que rompen la cadena lateral dando lugar a los

andrógenos (Erickson et al., 1985). Estos sistemas enzimáticos también están
activados por la acción de la LH.

la diferenciación de las células de la teca interna, en productoras de

andrógenos, es imprescindible para que las células de la granulosa comiencen a
sintetizar estradiol-I7B (McNatty et al., 1984),

Siguiendo el esquema del dibujo 3, se puede observar que en las células de
la granulosa, la biosíntesis esteroide es ligeramente distinta. En este tipo celular,
la acción sinérgica de las dos gonadotropinas hipofisarias <FSH y LH) (Hsueh,

1984) activa todos los pasos de la biosíntesis esteroide, comenzando por la ruptura
de las lipoproteinas de alta y baja densidad, que liberan el colesterol; mediante la
activación del sistema enzimático mitocondrial (SCC), se rompe la cadena lateral

y se produce pregnenolona que, mediante la acción de la enzima 313-hidroxl-

esíeroide deshidrogenasa (3BHSD), pasa a progesterona. Los andrógenos
producidos en las células de la teca interna pasan al interior de la célula granulosa

y en ella mediante la activación del sistema enzimático de la aromatasa (modulado
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ambEen por s gAlo EjE ‘Sr ‘.y’’ ns.u 1< ~w’fWrs tE, aunque el papel de l.a FSI’l en este

ultimo paso es prurnordial> se siwteti2a C$AA5EEA&E~- 1113. La activación del sistema de
la aromaxata. es un punto clave para la IÍEIECUIEflgtncsEs en la “ata, Puesso que la

síntesis de estradioll7B ‘a a constituIr el inicio del proceso de la domínancia, al
que postenornienre nos referiremos.

Las investigaciones sobre la foliculog¿nesis se han dirigido hacia ¡res
vertientes, aunque existen muchos autores que en el mismo estudio ías incluyen

todas; estudio de los cambios morfológicos que se producen durante el desarrollo
de los folículos o,tilatorioí, estudio de los cambios endocrinos y estudio del control

del Crecirtuento y desarrollo folicular.

Ooodman y Hodgen (1983), han recogido los términos más utilizados por
los dlatinsos autores para la descripción de la foliculogénesas:

BsÉutmimo: proceso gonado¡ropina-depcndiente durante el cual un
grupo de foliculos adquieren la habilidad para responder a las gonadorropinas y las

necesitan para su crecimiento continuado.

g~j~ proceso por el cual sólo unas pocos folículos “recrudecidos’ son
seleccionados, escapando a la atresia yen los que se produce la owlación.

¡19 i2~ mecanumo usshzado por el (o los) folículos ovulatorios
(domrnatsses) para escapar de la atresia. Este fenómeno es imprescindible para la
coasprennón de la foiiculogénsls, puesto que sugiere que algunos folículos

sobreviven en un medio supresivo del crecimiento de otros, oque algunos folículos
previenen el aeonvento de otros (lreland, ini; lreland es al, 19$?).

Todavía se conoce relasivamenise poco acerca del patrón de crecimiento o
ttnimica folicular de la vaca. Forrrn,e y Hansel (198$) señalan que cuatro han sido

¡os nxéwdot generales empleados para su estudio;
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a) Consaje de los folículos presentes en los ovarios obtenidos en el
matadero-

lí) Contaje de los folkulos obtenidos en el matadero, acon~paAado de
la dererntnació~ de hormonas esteroides en el liquido folicular.

y> Seguimiento de folículos individuales dentro del animal, mediante
marcaje con tindóst

d) Observaciones del nuevo crecimiento <le folículos grandes después de

la destrucción de los folículos grandes delovario.

Los primeros estudios que se realizaron para el conocimiento de la
(oliculogtnesis, y de la dinimica folicular en la vaca, se basaron en los cambios

morfold£icos que se producen durante el crecimiento folicular. Rajakoski (19601
realizd un estudio exhaustivo dcl sistema folicular ovárico dc novillas sexualmeese
maduras, estudiando variaciones de los folículos de (iras!mayores dc 1mw, a lo

largo de socios los días del ciclo estral, en diferentes estaciones dcl afio y ea
relaci.St con la situación del urano. A partir de estos estudios morfológicos llegó

a la conclusión <le que el número de folículos varia con la estacida dcl ahoye> «lía
<leí ciclo y, lo que es más importarne, durante el ciclo estra> de la vaco, se producen
dos oleadas de crecimiento folicular la primera entre los días 3y 4. produd¿adose

un folkvlo grande que se volverá atrásico y la segunda entre los días 12 y 14,,

culminando con la ovulación.

Chosadary ci al. <196$> y Mañon ci al. (19U), difieren de los resultados de

RajtosId, después de «zaminas bisíológicamenle las caracserlstien nwrIolOg$ns
de los ovarios de 7W hembras con una historia reproductiva conocida. Estos

autores concluyeron que el crecimierno folicular era WLWÚISiO y qn los Laltiulos
alcanzan un diámetro mayor de 10 mm lndepcndlentemente de ka días dcl eic*o~
En un trabajo posterior (Manen Y Oler, 1972) establecen que existe ‘ma media de

11 folículos que, en cada ciclo eseral, crecen más de ~ mmdc diámetro, al sisÉ
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una progresión constante dc los folIculos grandes.

Dufour el al. (1971) marcando con tinta y Matton es al. (¡981) caute~apdo
los folículos mayores de 5 mm de diAmetro, concluyeron que el crecimiento y

reemplazo del folículo más grande del ovario es mA.s rápido ni final del ciclo y ~ue
el folículo ovulatorio, es el más grande que se encuentra en los ¿ce ~war$cs,

aproximadamente tres días antes del estro.

Los procesos de crecimiento folicular, en reaci4n con la esteroidog*ne,~

que tiene lugar ea los folículas antrales de esta especie, han sido estudiados por un
gran número de autores.

trelead et al. (1979, ¡980, l932y 1983 a, b). realizaron una serie dc essutins
sobro el desarrollo folicular de la vaca a lo largo del ciclo estral, para lo cual.
dividieron este ciclo en cuatro fases o estadios: 1 (días 1-4>, II <días 5-10>, III (dios

¡1.17> y IV (días 18.20), dependiendo de la apariencia macroscópica del cuerpo
lúteo, clasificación que ha sido seguida por numerosos autores. En su primer

nbaje, estudiaron los folículos de distintos tamaAos (pequeños tnedianos y

grandes) que forman la población de folículos antrales del ovario: su nEjrnero
volumen, el peso del ovario y determinaron las concentraciones de estrógenos y

progesterona del líquido folicular, en las cuatro fases del ciclo estral.. Encontraron
~sa&niacianessignificativas de todos estos parámetros, dependiendo de la fase del

ciclo, sobre rodo en lo que se refiere a las concentraciones de hormonas esteroldes
del liquido folicular. En los folículos pequeños, predomrns la progesterona que va

ausnernando ea las tas primeras fases del ciclo para disminuir en la fase folicular.
cuancidiendo con la luseolisis. Los e>ssr*nos aumentan progresivasnesue con los

Mas del ciclo. En los folículos medianos, se produce un aumento brusco de ¡a
progesterona en la segunda fase del ciclo. Los estrógenos disminuyen bruscamente
en la última fase del ciclo. Por tihirno, ea los folículos grandes, las concentraciones

de progesterona son elevadas a lo largo de todas las fases del ciclo estral. aunque

dtsnnírstiycn vtrawerae en las dos últimas. Los estrógenos permanecen
prácticasnenie inalterables a lo largo de todo el ciclo. Relacionan el tamaño



ír4ittalar con ~ucontenido de progesterona y estrógenos (P4/E2) observando un

aa,~ento de estrógenos relacionado con el aumento del tamaslo folicular (12:1 en
rut oms pequeños frente a 4:1 en folículos grandes), y lo atribuyen al aumento en
la c’apac dad de aromatización de las c¿lulas de los folículos grandes. Correlacionan

las e.’s nce’nírac,ones ohteríidas en los distintos folículos con las concentraciones

p máticas de progesterona. encontrando diferencias entre los folículos pequeños
medianos y los días del ciclo estral. Con los folículos grandes no encuentran

ci «relaciones. Señalan tambi¿n, que el número de folículos y el volómen de ¿5105

aorn+enwn progresivamente a lo largo del ciclo estral.

En trabajos posteriores (1982, 198.3 a. b>, relacionan el desarrollo de los
folículos antmales con los cambios de hormonas esteroides del líquido folicular y las

Ñasmáticas. y con el número de receptores de gonadotropinas presentes en las
«tItilas foliculares de folículos ovulatorios, despu¿s de la luteolisis, espontánea o
iaducida. y en folículos no ovulatorios <días l•13 del ciclo estral). aaifican estos

folículos en relación con sta contenido en estrógenos, denomintidolos estrógeno-
acsl”oa o inactivas. Los primeros poseen diámetros, volúmenes y concentración de
eMrógenos. significatlvaiuente más elevadas que los segundos, en los que predomina
la proge$terOflL Señalan que los folículos del primer tipo son potencialmente

ondatoriosy los del segundo atr¿slcos y que las oleadas de gonadotropinm pueden
ser la señal endocrina para la diferenciación de una c¿lula granulosa en luteinica

(relación con el número de receptores), Sugieren una clasificación endocrina para
diferenciar folículos atr¿sicos de los no atr¿sicos, relacionando el contenIdo de
progestefona y andrógenos con el de estrógenos (E2fr4 rA) y la señalan como

rst rigurosa que la clasificación morfológica propuesta por otros autores, como
por ejemplo. RajalcoskI en 1960 y Moor et al. en 1978.

Paralelamnenie, otros autores realizaron estudios muy similares. llenderson
et al. (1982), relacionaron el contenido de gonadotropinas y la concentración de

esíeroides en el liquido folicular, con el tamaño de los folículas anImales, aunque
su clniflcación es poco rigurosa, ya que analizan los folículos de los tres tamaños

<pequeño, mediano y grande) en conjunto, por lo que sus resultados son contusos

Al
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y sólo encuentran relación con cl aumento de tamaño folicular y el incre en~ de
las ccocensracimtes de esaradiolí 7&

Otro grupo de autores (Grupo de Dieleman de la Universidad de Urre&>

realiañ nrfrn trabajos sobre la foliculot¿nesis bovina. Kruip y ficieran (l~fl).
,an nracroscópic’amente los folículos anuales bovinos de distintos tarn=Uos(2~

20 mm) MgJn sus características morfológicas en: no ajr¿sicos, higcrazna~
arrá. rs, ndcsermnadcs, atr¿sicos y fuertemente atr¿sicos, relacionando essa
e’ cao a ti t5gica con el contenido en estradiol-l7fi del liquido folicalaz y

esonntrat»jo ursa elevada correlación entre ambas classfleacionea. Este criterio ~a
flamersse seguido por otros autores en estudios posteriores. Seg’ildam~

(Orsíeman eral, 1983>, deternúnaron los cambios en el contenido de estra&icd.llfl,

sw ay testosterona de foliculos preovulatorios en relación con la oleada
ovu atora sic LH. El comportamiento de las tres hormonas es muy dis6nsn. Las
‘on&’ernraaic nes de estradicsl~l78 van disminuyendo poco a poco, la progesterona

ose ,¡a pícos, e tre las 0.2 horas y entre las 6•20 horas despu¿s de la oleada
- ‘ da LII Ira nivelas de testosterona son mis elevados antes de esa oleadía

dc LII Con eros resultados, estos autores dividen el período que va desde la

¡o a LII ata ¡a ovulación en cuatro rases, relacionadas con la predomInancia
• sae. siclos niveles de essradiol-llsl en el liquido folicular de estos

nuco Te tilín sesuigan el posible papel de la U? en la regulación de la

en ‘o: oc , al enrrsr,lar dírectaniense la producción dc progesterona y
~ en las cOdas de la teca interna, inhibir la producción de estradiol.lfl
e a’ cítolas y favorecer la luteinicación de las c¿lu}as de la granulosa.

VN’ eríos are MeNan et al. (1984) y llanten et al. (1988>. realizaron
orn tas tIrad ras en jarros <lías del ciclo astral corroborando el efecto regulador de

UN tau la e rnsidogtrses*s folIcular.

~‘ V/i ti, (1985> detemñ ron las concentraciones de hormonas

« te.: ~víoi”i.ú,príesereoayIesrosterona)enfolicuí~~2.fl,~y~
orn el -rs f ‘ a, su calidad y el estadio del ciclo estral,



r

encontrando correlaciones significativas entre todos estos par~nletros. Señalan que
los folículos pequeños <2-5 mm) son ricos en andrógenos al poseer receptores de
LE en la teca interna y pocos en la granulosa, con lo que la aromatización de ¿$105

ea estradiol-l7fl es escasa. Al aumentar el tamaño folicular aumentan los
receptores de U! en las dci capas, y la función esteroidog¿nica se desplaza hacia

el lado del estradiol-17fl, siendo los folículos mayores de 11 mm ricos en esta
hormona. Los folículos medianos son indeterminados. Apuntan una clasificación
endocrina de folículos atrésicos y no atr¿sicos similar a la de freland a al. <1982),

aunque señalan que se debe completar con una clasificación morfológica. Las
variaciones existentes entre estas hormonas, en las distintas fases del ciclo estral,

son muy sigruficativas, estando relacionadas con los niveles plasmáticos de
gonadotropinas por lo que se deben tener en cuenta a la hora de realizar la

clasificación endocrina de la atresia folicular.

Finalmente (flielentan y Bevers. 1987), estudiaron el desarrollo de los

folículos preovulatorios, desde laluteolisis hasta la ovulación, señalando resultados
muy similares a los ya apuntados, aunque realizan un estudio morfológico de la

pared folicular más detallado, para determinar la actividad de la aromatasa y la
luteiniración de esías células.

Otros autores realizaron estudios muy similares a los anteriores, aunque
introduciendo ligeras diferencia Fortune y llansel (1985), determinaron las

concentracionesde 551eroidesygonadotropiriasenraca5nOrm~Uy5upCrovuladas.
concluyendo que estas últimas sufrían una alteración en la esteroidogénesis

folicular, que refleja las variaciones en el número de embriones normales
encontrados entre estas hembras.

Braden et al. (1986) compararon el desarrollo folicular de hembras en el

periodo post-parto con otras cíclicas, encontrando que no existen diferencias
significativas entre este período y la fase luteinica del ciclo estral y señalaron que

la capacidad ovárica, en cuanto a función esteroidogénica se refiere, no es un
factor limitante en el artestro post-parto.
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Eranirre? es al. (19fl>, realizaron sm e,íesw> estudio sobre la nNe. ‘~s
que el ¿~iJi ni’” ‘Jo. la ktcalinci&, del cuerpo lúteo y el ,yñmert, de f ~

grandes, púscea o rs l~n cncenlraciorres de esrradioll7~3 del resio e Wn
foliculares. Sus ctmclui.iOrtC:s son mu, sirrsilares a las encontradas por los >tryge

mencionados anteriormente. Lo interesante es la influencia de los fol culos ¡nn4í~
sobre los medianos, disminuyendo sus concentraciones de estradioll7~, mienurn
que Izas frñ’;ctalos pequeños poseen algún tipo de proteccs~n” que irniYzde que ecca

efecto se produzca sobre ellos,

En las últimos años, los estudios de la dinámica folicular botina se lIna

completado ‘in vico’ utilizando la ulírasonografla corno m¿todo de s~g~l~ej~ ~fe
tos folículos ces crecimiento. Las situaciones en las que se ha empleada este enítodas

de ¿ia4nóssico han sido muy sanadas.

Qúirlc st al. (1986) nionisorizaron el crecimiento, ovulación y regresión de

lautos ovíricos indMduales mayores de 5 mm durante la fase folicular del tildo
astral, en hembras con lureolisis espontánea o inducida con PGF2a, eneowando
diferencias entre ellas, en cuanto al tamaño de! folículo swulatorio, pem ceca un

ta riso similar entre hembras con luteolisis espontánea o inducida.

lrelandy Roche (19%?) propusieron una hipótesis sobre el desarrollo de los
Ñil’aa, dominantes, a lo largo del ciclo astral bovino, señalando que se producen
vanos cl las de desarrollo de folículos dominantes durante el mismo ciclo, cada urna

de e’ can tras fases: selección, dominancia y atresia/ovulación. En la fue de
sc a se produce un incremento en las concentraciones plasm4ticas de FSM y
var folículos de 54mw comienzan a desarrollarse, En la fase siguiente s&o ursa

e es’; 1i,lie a ana un tamaño mayor, ejerciendo la ~dosnirsancia~sobre eh
ras que se convierten en atrísicos. Aquel folículo es el responsable de la

producción masiva de essradilral.17L lo que se refleja a nivel plasmático con el

rna ~»o de za corncentraciorses de esta hormosta. Apuntan la existencia de factores
titos que ayudan al folíctrio grande a ejercer esta dominancia. En la fase

1 ¿arpe rendo del día del ciclo y las concentraciones de gonadotropirsas. tate



frtzl:lcvlO ovula <la fase de dominancia coincide con la regresión del cuerpo lúteo)
o se vuelve asrésico. Esta hipótesis fue desarrollada basándose en estudios

endocrinológiCoS y ultrasonográficos y estos autores señalan tres oleadas de
desarrollo folicular, la primera los días 0-6, la segunda los días 9-15 y la tercera y

en la que se produce la ov,rlación los días li-O. Otros autores (Savia et al., 1988),
corroborar’ esta hipótesis.

Pierson y (inther (1981 a, b, 1989 a, Ir) han realizado una serie de trabajos,
basados en la ultrasonografla diaria de los ovarios de hembras de diferentes edades,
estudiando la influencia de diversos factores sobre el desarrollo folicular como, por

ejemplo, el día del ciclo, la localización del ovado y el efecto intraovtrlco del
cuerpo MIco sobre el crecimiento folicular, corroborando la hipótesis planteada por
¡rehuid y Roche (1981). Sin embargo, estos autores señalan que existen hembras

que sólo presentan dos oleadas de crecimiento folicular a lo largo de su ciclo estral.
la funcionalidad ovárica, en ambos casos, es correcta y la aparición de la tercera
oleada dc desarrolla folicular está asociada con una fase luteinica más larga.

Otro de los grandes misterios de La foliculogénesis es el proceso de la atresia
folicular. Numerosos autores lo han delinido como el proceso durante el cual el

folículo pierde su integridad y el oocito y los componentes foliculares son
eliminados mediante mecanismos distintos a los de la ovulación (Byskov, 1979;

Centola, 1983). La gran ruayorfa de los estudios sic la atresia folicular esttn
relacionados con los cambios estructurales que sufren los componentes del sistema
folicular, tamo el occiso como las células que integran la estructura folicular

(Rajakoskl. 1960 Manan el ml., 1968: Moor el al., 1978; lCrulp y Dleleman, 1982;
Centola, 1983: Guraya, 1985).

A la largo de la revisión hemos ido sefialando las clasificaciones endocrinas

qtse Jos distintos autores realizan de esta atresia folicular, dependiendo del
contenido de hormonas esteroides del líquido folicular y de algunos otros factores,

como por ejemplo el tamaño del folículo.

q
y
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BellrnyAx (1984>>’ liushmeyer et al (1985) señalanque la elevac,4nde¡t~

arnrnoglrcanos (polisac4ridos>, en particular del condroisin sulfato, puede

‘derarse ‘orno un indicador bioqul mico de la atresia folicular puesto que dizira

elevación se ha obsenado cii folfculos atrésicos clasificados como tales, mediante
criterios morfológicos y endocrinos, encontrándose una correlación positiva con el
contenido de este polisacárido y de Las hormonas esreroides en el líquido Folicular

de estos folículos.

Existen grandes discrepancias entre los autores en la elección de uno y otro
método, sobre todo, en cuanto a los criterios de interpretación del grado de ajaesia,
las clasificaciones morfológicas son complejas y están dirigidas. preferentemente,

Isatis estudios de maduración y fertilización In vitro’, por lo que no vamos a entrar

en su descripción.

En el control del crecimiento y desarrollo foliculares se encuentran

iznpltUas multitud de ustancias, muchas de las cuales son de reciente
descubrimiento y hacia las que se están orientando un gran número do
intestigaciones.

Se han postulado tres tipos de procesos que regulan el desarrollo folicular:
etstcrirns, asitocninos y paracrinos (Tsafriri, 1988). El control endocrino de la

tel2iculúg¿nesis ha sido el primero que se ha estudiado, con resultados más o menos

Arszssnr¡g et al. (1979> y Hillier es al. (1981> analizaron la regulación de la
hiosineesis foslicular de estrógenos, señalando a las gonadotropinas hipofisarias, Uf
y FSM.cuino ptcipales factores fisiológicos reguladores de esta biosíntesis. Ambas
hosnarinas actuan sirtgicamease para estimular la secreción de estrógenos, pero

a nivesles deslates, la ¡JI ea las células letales y las dos conjuntamente, en las
ckMas de la granlosa.
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Ireland (1981), realiZa una extensa resisión acerca de los Tres aspectos

saaladO5 corno fundamentales en el control del desarrollo folicular Señala que el
crecimiento del folículo dominante y la influencia que ejerce sobre el resto de los
folículos, son tos primeros factores reguladores del desarrollo folicular, mediante

la producci4n de grandes cantidades de estradiol-17fl. Las gonadotropinas

‘pofisarias ~LH y FSM) son necesarias para el buen desarrollo de las funciones
tenora y la ovulación. Sin embargo, todavía no sc conocen los mecanismos que

determinan la aparición de las oleadas de crecimiento folicular (osvíatoria y no
ontatonia> y la síntesis de estradiol-l78 en los folículos dominantes, a pesar de que

¿sms se encuentran bajo las condiciones hormonales más “arladas, a lo largo dcl

mismo ciclo estral El mecanismo de acción de las gonadotropunas durante la

IoiiculogénesiS, se puede resumir diciendo que estas hormonas aumentan los
ps’ocenos d~e biosínteis de esteroides. mediante el aumento de la actividad
enzirnática en las celulas de la teca interna y de la granulosa, después de la
interacción con sus receptores específicos y de la activación de procesos

dependientes del AMPc

Se ha señalado la existencia de una serie de factores inhibidores de la unión

de LEy FSH a sus receptores específicos y de una proteína reguladora del liquido
folicular, que actilan inhibiendo la síntesis de estradiol.1YB, y a través de los cuales.

es posible que el folículo dominante ejerza su acción, aunque todavía no está muy
claro. Se ha postulado también la existencia de interacciones entre asteroides
ováricos y las enzimas esteroidogénicas Se conocen también factores reguladores

de la acción de las gonadotropinas, tanto promotores como Inhibidores, siendo el
estradiol-l?B como factor promotor de la FSH, el más conocido: aunque todavía

no sc sabe el mecanismo mediante el cual ejerce su acción. pero <pirAs esté
relacionado con el aumento en la síntesis de proteínas secales o granvkns que se

produce bajo la acción de esta hormona, y que pueden estar implicadas en la
actióra de la FSM.

Ya hemos señalado anteriormente la existencia de factores intragonadales
implicados en la regulación del crecimiento y desarrolle foliculares lreland (LStTIs
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T’afriri (¡988)>’ Toneta y d~Zcrega (l98~> han reaLizado unas enanzas revisiones‘‘<re rs mismos>’ todo apunta hacia el papel clave, que estos factores van ajugar

e eL LonÓCInuentQ completo de todos los procesos implicados cn La folculog¿nesjs

ovárica.
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£14 . CUARTO GRUPO:

Hembras de des años de edad, en las que se realizan enraedonts de

sanve durante 50 citas, con el fin de controlar ¡Os niveles de hormonas esteroides

a lo 1010 dc todo al ciclo estral (se analizan dos ciclos curales Completos).
Númerode animales — 2.

Estos animales no sc incluyen en el estudio estadfttico.

£2’ C,RtlPOS PROBLEMA

’

Hembras de procedencia desconocida sacrificadas en los siguientes

nvatadcm:
• Matadero Ciresa, Colmenar Viejo <Madrid).
• Matadero Municipal de Madrid.

av hembras procedentes del matadero Giresa se clasifican en ¿os p~p«

.s edad

Alt.. PRIMER LRUI’O:

Hembras de mis de seis años dc edad. de razas <rísona, morucha y retinta,
de las que se extraen sangre y los des ovados. St denominan VACAS GIRESA.

Número de animajes 50.

£2.1.. SEGUNDO GRUPO:

Hembras de uno a tres años, de raza, charol¿s retinto y suizas, de lasqn

se enraen sangre y los dos ovarios. Se clasifican come NOVILLAS <MJU3SA.
Ndmero de animales u 25.

Con las hembras proccdenses dcl matadero municipal dc Madrid se realtza
la misma clasificaci~5n según su edad:

¡
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£21. . IERCER GRITO.

lIey’tiyraj dc uaO a tres ah-esde edad. rne;Úaas par cruce 4~ cytv y

v~ra, de tas qee se enraen sangre y los do. ovan Se claeaE nc >y’to NOVti¡,~
MATADERO MUNICIPAl.

Núnve rs de animales — 25

£14, . CUARTo GRUPO.

lIavLsras dc 4 eeew, tic raza frisona, ¿e Las qn se enraen sangre y tas ¿nc

Se clatflcan como TERNERAS MATADERO MUNICIPAl.,
de animales n ID

54 M006L4 Y PfiOC¿!SADO Of LAS MUESTRAS.

it~ RECOCIDA DE LAS MUEIifRAS DE aNOtE

CONTROL Nt 3 y 4~

M&1ERt4L.

- Tolavc vancu~ner con cvravo eAdko de L~
Dvelanon.
Ap4eaenpcdatss para los v~besvacatainer dc

BtcmnD44tkvasv.

DE LOS GRUPOS

x 100 flearún

0,9x4Ovvyaa(l0O~

La e sc lene por ptnc y’ de La vena >nsps~ e med>nte a
tkosvwvs vn De cadahaya, a se enroco =0ml (Np nidys endos r b~,), ~>e

ec aaaCClvsastasv, te ree

iqz



2’.’ RECOGIDA DE LAS MUESTRAS EN ELMATADERO:

La recogida de las muestras en el matadero se realiza siguiendo la misma

rus i0L410 pafl los grupos control y problema.

Recogida de sangre: la sangre se obtiene, en la nave de matanza,

despi~fl de la sección de la vena wEulRr. Para ello, se utilizan frascos de cristal, dc
50 ml de capacidad a los que se les aiiaden 1,25 ml de una solución de citrato

tritdico <C.H,Na~O4ltO) al 50%, cori el fin de obtener una concentnción de
5 ni; de citrato sód¡co/tfll de sangre.

La sangre se conserva a QQ etiquetada convenientemente basta su posterior
centrUtsgacióii en ek laboratorio.

Recogida de los ovados: se recogen los dos ovarios de las hembras a las

se les extraen muestras de sangre, en la nave de matanza y se clasifican según
su sitaacú¶ii ea el animal, es decir, ovario derecho e izquierdo. Una vez OMenItIOS
y clasificados se introducen en bolsas de plástico cori una identificación del número
vta la hembra. Estas bolsas sc colocan en un termo con hielo picado con el fin dc

ecavaegisir una perfecta conservación de los órganos (entre 2 y 4t). desde el
rannienso de la recogida hasta su manipulación en el laboratorio.

El tiempo que transcurre entre la recogida y el procesado de las muestras
no supera, en ningún caso, las cuatro horas,

3’,. PROCESADO DE LAS MUESTPAS EN El. tJLBOMTORIO

LI.. PROCESADO DE LA SANGRES

Obteíwlón del plasma para el anlílsis horsonáí: la sangre se centtlfup

an una centrífuga Minufuge RE (Heracus) a 1.3~0 x g y a 4t durante 20 mimatos.
El pisaren se obtiene con una pipeta pasteur (Brand) y se introdwce en tubos de

rn
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Folículos ‘16: folículos de más de 20 niza de diámetro.

Esta elasiflcación se realiza midiendo el diámetro externo dcl folículo

(li~AtneCciófi del folículo con la superficie del ovario) con un calibre de precisión
Vane-Ser. Se toma como medida correcta la media de dos o tres mediciones.

3~Z4. Obtención del liquido folicular, mediante la punción de la pared de
los folículos con una aguja dc 0,5 x 16 mm (25 0 x 5/8”), aspirando

con una jeringuilla estéril, tipo Insulina Cl mi, feo). El liquido
folicular se clasifica de acuerdo con el tamaño del folículo. En los

folículos de los tipos 1 y 3 se realiza un ‘peor del liquido folicular
de cada ovado, debido a que el volumen obtenido de cada uno de
ellos es tan pequeño que se hace imposible su análisis por separado. ¡1

El líquido folicular, del resto de los tamaños foliculares dc nuestra
clasificación. se analiea independientemente, por lo que se introduce 4>
en tubos de plástico a los que se les añade una concentración ¿e -i
cinto trisódico al 50%, deiS pl/ml de líquido folicular para impedir e-e-e-e-

su coagulación,
-J

Los tubos que contienen el liquido folicular se etiquetan para su correcta
idensUluciún, En la etiquetase incluye el número de animal, la Identificación del

MScnlo. los mIde líquido folicular, la situación del ovado <derecho o izquierdo) y
Ita fecha.

le->.
Estos tubos se taponan y sellan con parafilrn. conservándose en un - ¡

coqelador, a -30” C. hasta su análisis.

Se crea una ficha para cada animal en la que se anotan todos los datos <e-

obtenidos de ambos ovarios: Parámetros ováricos. clasificación de folículos. y
nvturaca de líquido folicular obtenido en cada folículo, etc Esta fiche se
cosnplscnenta con los parámetros fisiológicos de cada hembra, como por ejemplo:

estado de salud, estado reproductor, etc. 1

10
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l.fl9IJUCCLQ&DEAh’ ICLT.RPOS POLICLONALES FRENTE A
ESI&&DIOLI’>fl p~pGESTERO~<A Y TESTOSTERONÁ

1.1 EleccIón de la especIe animal Idónea para la producción de

antIcuerpoS pollclonilts

La especie animal elegida es el conejo <O.ycrolagus cunkuha).

Para el proceso de ininunizacióta se utilizan seis conejos machos de raza

Nueva Zelanda, de la variedad blanca, que se mantienen desde edades
coniprentildas entre los dos y tres meses con 2,5 2,8 3<; de peso. Los animales
toeron suministrados por Granjas Sordi (Barcelona) ya su llegada se les somete a

un examen detenido de su estado de salud (pelo, piel, coloración de mucosas.
extrentidades, presencia de mucosidad en fosas nasales, heces, temperatura
corporal, etc>. Asimismo se les pesa y sexa, en prevención de algún tipo de

eqiflntcacieit Se comprueba que los pesos oscilan entre los 2,5 y los 2,8 Kg.

Pasado este tiempo de cuarentena <48 h) se les Introduce en su alojamIento
definitivo y allí se les tiene diez días en observación, para comprobar que la

adaptación a las condiciones de alojamiento, alimentación y bebida es correcta.

CondIcIones de alojantlt.ttOt

¡os animales se introducen en una habitación, de ambiente controlado. Las

condidoan de alojamiento son las siguientes:

- Jaulas: Se utilizan jaulas metálicas Individuales de 42 x 6? x 35 cm. Estas
jaulas estín provistas de bebederos autoniádcos. con la posibilidad de
adaptar un biberón en el caso dc que fuese necesario.

Todas las jaulas poseen una etiqueta de id¿ntlflcadóti en la <ps-e se va
registrando todo tipo de manipulación que se realita a los animales.

1W
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- Te«aperatrwa: zú-2rc.

Humedad relativa del ambIente: 45-55%.

RanovacIna del atrtg de diez a quince casrhoe-s por hora.

a> Orlo horas de luz/ horas Ce orotridrad: 12112.

1,> Lrncnsidad: 350-4<» lux.

• Mlrnentadón; Los animales sos> alimentados con pienso erperctai para
cuaje ea forma de peUrta. La dnsinistradóa tus ‘ay ikátum” se

akamaroa los> 32 Kg. momento en que se les restringe el alllnena a
diarias, ración que satisface con creces sari necesidades nuuk vas e >44

use engorde excesivo.

- Apa: El agua de bebida se adrasonstra sitrt4n “ad lib t,ann’. LI huera

frncione-oaienlo de tos bebederos se coospne-eba diariamen e

Los aoje-Cielos se pean semanalmente y cuando alcanran iste 3.5 Kg se
e-enea el proceso de tae-Citnúndón. eenple&ndose ¿os animales por horvaona.

LI - lamuaógenos y Adysnaaless

Las inntte-n?e-geaos elegidos pan el proceso de inzauntuctn so~

.4-Muan-l7~-O44-Ona JCM&B.SA.
Cae-aarelación de 23 moles ¿e esteroide: mo? de USA.

- ~Cnn-lfl-Ltndi0l 6CMOBSá.
Con tse-sa re ación de 25 moles ¿e esíeroade: atol de E-SA.

1*18



- 4.P¡egnetl’Ilo-OI-320 diona l-lcmisuccina«o:BSA.

Con una relación de 22 moles de esteroide: niol dc ¡ISA.
Todos los ¿nsflUflóRCflO5 Son JUWiMSIIUOOS por S:eraloids Inc.

AdynaattS; Se utilizan como adyvvantes el completo e incompleto de

Freosid£ACF y AIF).

- hoMetefla pernusis, como potenciador de la producción de anticuerpos.

la LNME~1Z¿CLDN »~ ~ ÁÑIMÁI.E~

La irímrntnizacióri de los animales seleccionados se lleva a cabo siguiendo la

puta de innrnxMzación descrita por Vaitukaitis (1911) y Munw y Stabenfeldí

(t9M>, inuoduclerido las modificaciones oportunas.

Este proceso consta de las siguientes etapas:

- te ~

- 2’ Preparación dé los animales para la inmunizncMr

3’ Método y Patita ‘le inmunIzación: Inyecciones, sangrías. inyecciones

de recuerdo o boosters, etc.

• -4~ Oeterniinación del título de andcuerpds a lo tarco del ceraicin de

inml¡ÉMItL

a) lnmunodilusión doble 0< Ouchterlony.

b) fUSA FU.,

1<»



IR fIUflJt¿CIO=LDLLQ&IZOSUSOGEY=Uá.

Los ssaa . eneas se pre~nran de actserdn cren cl xns¿ando Nf;’; -,

(IO&AI El primer paso constAste en dine-4aaar cada ente’> de .e- e-’e-.---

tne-e’-ennceseosdvc saioaau«aaconcervtranndelrrt ce’
B&4/ttai de solución sairna al tUS

La candad de cc4zgado nrnunizaaAe que sc iñ~ec:a es de l m~ por so que

1 rnA 44 esta sohacAón se emulsione con un ,‘okmn igual ¿e adyasvam.e ~eus

de ¡reinad (1 nifl.

Cundo la wds adquÑere una consistencia apropiada, se deja re~x---« ~

«afose-serna pan cn~ee*ear que la emuisión sca totalmente hesnn$aea y que La ita

acuosa u se sepa

Material

-lcd - estÚe’ a de p4’prop’leno de 2 ml de cono tun’ ¡ces.

-‘ Coesoctor de jeriíe-g«e-dkas de cono luer. Sigma.
Ate-vive eert*n71esde CX! x25 resero (21Clx r~ Ico.
le-e - p. $ntraioida Inc.

ea ccflpteto e laconaplato de Frese-nt: Odcer,

NaO. hnbt

- Apte-a dc. Dpto. de Bioqte vaSca de la Facultad de Vetertesarta,

-ScdccSta ~ahaUi.
-, &Meafl71apertwse-ae Wellcome.
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2.fflfARACí(W DE LOS ANIMALES PARA lA INMUt4IZAC1ON

.

<4-
Nra cada hormona se utilizan dos animales Todos ellos son pesados astees

~econieretar ta jamunización en una báscula (Mobba), Los pesos se situaron cruje
14 y U kg. ¡Roas pesadas se repiten cada vez que se les realizan las inyecciones

del ‘ízimitógetlo y las extracciones de sangre.

Una vez pesados se procede a rasurar todo el dorso del animal con msa

oí~erim ellesrica (Costas) ya que el método de inmunización que se va a unitar <4e-

así lo reqsiiere. -s
e-y

Para la Inyección del Inmundgeno, los aedtnales se colocan en una caja de

plasetico«Isiro transparente (cepo) y. antes de cada Inyección, la piel se deslafeena

cee-a ajeno? (96%) (Pi-olabo).

a~ MIXQUO.X RAUTA DE INMIINIZAÚSQt<

.

Es matojo de irirnunlnción consiste «rs realizar una serie de moeulacicmes

adtrndcas de nstty pequedo volumen (0,! mi> en el dono del anisal. Cu «ase
retese-jo y recias a la propiedad del ad~vvance completo de Frasead de forme sen

sede de pequedos grsnuk>tnas as4pdcos. ricos en macrófagrn y ea edMat
Sssnisencompetentes. se consigue aumentar la respuesta lnmuno&égtca del aoimM -

En la primera inmunización se inoculan 2 mIde la e¡meW&- -

atf’wvaMe completo. preparada con arner$oridad, de tal mamsza que ka camCásd- da
án*flnso administrada es de 1 mg. Un 2 ml de ermsWóa se repten era- 2~
iwcuka&nes dc 0.1 ml cada una, siguiendo mm orden derersolndesn al dmw#

cada anima). Pata la inyección del inmuneiesso St ñMWS arlas de 0e6 x Z5 maS 4
(Z30x1>. .1.5

e-<
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En cada punto de Inoculación se forma un pequeflo abad ~env,ir,

indica qe-se la inyección te ha realizado adecuadamente. F.csos peqincfcrs gr
son obserndas diariamente, pasa comprobar su progresiva disrninee-x’ rs de ta -~ no,
con lo que el inmonógeflo inoculado estA siendo liberado de manera adecean a. F.

el cano de la totora de alguno ¿e estos granulomas. el animal he-e Ir-arta tersa una
solución antiséptica (Vioforfno, Ciba Geigy). para impedir la iesfeccrón del n’e-kasna

Ea esu primera inmunización se administran intranauscul-arrnease 0,5 nl de

&dneflafaflanf- Esta endosoxina produce un mayor estimulo dc tos krei&aos a,

reforzando la respuesta inniunotógica de esta primera inrnurúzadóee.

CALENDARIO O PAUlA DE INMUNIZACIONt La paula de ianeeselawea
es la ratuna para todos los animales y para cada hormona.

Se realizan cuatro administraciones de 1 mg de innaursógeno clisaeleo ea
toluct 5n rakinay emulsionado en ad>vnnte completo de Freun-d con u-re isve;valo

de dos semanas cada un~

Lina semana después de cada inoculación sc extraen Ii) ml da sangre cen el
fin de detersasrar el titulo de anticuerpos que se va consiguiendo

la primera saesgria se realiza a los dice din de la cuarta inocuiactóo,

después de deteraditar que el titulo de anticuerpos obtenido es suficiente para
empezar su pificaciósa.

El prinw taoaster o inyección de recuerdo, se adreiznistra ‘m mes después

de la etsana inanizacióst. Este boester está compuesto por 1 aig de te- rnunde-gtw
disusiro ea solución salinay emulsionado en a~vvante incompleto de Freard. U’u

semana después se realiza la segunda sangría.

En total sc administran cuatro boosters, separados unos de otros ant mes. La

ce-swposicteSa de estos boasters es la misma que la del primero adrcnrustrado.
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lina vez conseguido un titulo estable de anticuerpos se realizan sucesivas

sangrías. separadas unas de otras una ternaria, hasta un total de 12 ungías por

ar mal.

Estas extracciones se llevan a cabosegún el método de filera«tal., (l9~9>

a partir de la arteria central de la oreja.

Eacada extracción se obtienen 40 ml de sangre por ¡rucan! sta qu. sufra

ninguna aberación en sus constantes fisiológicas, lo que te comprobó realizando

una analitica sangufnet recuento de eritrocitos y leucocitos>. fámula leueodwk
hemarocrito y bioqufmica sanguSea <bemqlobúia, glucosa, bdirrubúw. ansínina.

AIAT. MAT, etc)

OBTENCION Y ALMACENAMIENTO DEL PLUMA PROCWENTE WC LOS
AWMAIIS INMUNIZADOS.

La sangre recogida en cada exuacción se eernrlbaga ea ursa csntfltp
refrigerada Minifuge RE (Heraew). a ~C a una velocidad de IY3O x ¡ tarama 20
rninutoa. El ~‘olurnende plasma obtenido es el 60% del vohensen inicial de sangre,

por lo que se puede considerar que el rendimiento corssegMu es óptima

Este plasma se introduce en tubos de plástico est¿riles (15 x 35 mm) que se
taponas> e identifican convenientemente. El piasma se cosmrta a -3Ot bnsa el

momento de su purifIcación.

¡.4- DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUERPCIS A LO LAICO
DEL PERIODO DE INMUMZACIOkt

La determinación del Ululo de anticuerpos qtae st vn prSutfrndO a lo
largo de Is> inmunización, se lleva a cabo por ¿os m¿tedot

It,



a) lee-en W’ 4 le 44 Onchterlony,

bí ELISA FIS.

a> !NMUNODIFUSION DOBLE DE OUtlfl’ERLONY Para so realización,

sc n percasPcrx,dcpe-Uestirereo, estériles, deiS 12 mm (Nwwi A) El gel
‘eadoexA~aaAqueeeptepaflauflCOncCfltrfl1ófldel09 «ase. - a

safra al 0Z5% La Agarena se lieda al haAo María a una temperatura ¿e sqc
impideendo la fr.uanación ele gramen. Postedormease se deja reposar hasta que la

temperatura denxie-noe a W~C. momento en el que se depositan 10 mal ele agarerea
ea st (medo de las placas Pean. Para coasegair que el Leí se expauéa
ve-nifunnnteaee sobre el foredo de las placas. ¿atas se «,íoc’an en una soperficie

‘aPA perfecwnn*e nivelada. Las pl-atas se tapan para impedir que sobre ellas se
deposite polvo ocuakaicr mro t~~ó de material, hasta que la aguosa «e setMica

sealma-es e, El espesor ¿e la agwsua es sta 1-2 ram. Se perforan, con ayse-ela a un
- e) una sede ¿e pocillos <sen capacidad de 10 ml cada uneS un

eren al y seis pe ‘¿ricos, separados ve-asas de otros 15 mmm,

En «1 pasillo central ve depositan COsí de antígeno, es decir. kas

Ate- kw) en la, nee-n,aaciórs. a una o weatr-as4ei st, 1 msa ¡ En
5 mt> so imanl0shepl «ande lascte-a& «amure-irMe-salas

se -<e. - en e-si salsesa al 0>5 1/lO, 14- 1/tI y 1/.. .enel

- - n - esa -tael as~asjndHer.

Las place-rs Peer) se colocan desaseo de un desec OP su. fe masIta se llena de-e

a da ~os - CM cilpara taprolifrra tónde ni) rvoergarrtmesosyee

d4artrate ‘aasm*iemedMa e4~ raa.Pasastoes:e fo - ve
oltoarvan las e-Oseas de redvsnas.nórs Se-mm, ‘ay sen a el Ñutr, ot,ten O.
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Preparación del Gel de Aguosa al 03%:

aeadi~t: &

- Agarosa A. Pliarmacia.

Solución salina al 0,85%.

se preparan 20 ml de gel, para lo que se pesan IR mg de agarosa que se
disnetven en solución salina al 0~83%. El volumen se ajusta a 20 ml ea un matraz

aforado (Duna).

b) ELISA DIRECtO <PESA

:

Este método ha sido desarrollado por nosotros y con él es posible conocer >1

el UmIo de los anti.sueros que se van produciendo a lo largo del proceso de
inmunización de una manera sencilla y directa. El titulo de un aotlsucro lo

4
podemos definir como la dilucidn más alta que resulta óptima para el desarrollo
sin un método especifico (en nuestro caso para el desarrollo del
enzimolnmunoanálisis>. produciendo la minina reacción inespectilca de fondo

(Boeniscb, 1989)-

Mutual: El material utilizado para el desarrollo de ¿51* técnIca es ti

siguiente:
y-

• PlacasELISA de poliestireno de 96 pocillos (Oynasech)

• Tapasde poliestireno para placas ELISA (Dynatec1~.

• Pipetas automáticas Eppendorf (Merdt) de 10-100 ¡4 y de 1001-~D
mil, y

Pipeta multicanal de ocho canales, de 50-230 Ml (Costar>. e-
• Vórzez: Reax 2-000 <Heusdclph). 1 -
- Pipetas de cristal de -doble enrase de 1.5 y ¡O ni! <Prot6n)
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Parafiimri <.Arr.-erican Ce-aa Ca>.
lee-les de eosa~,de cre-e-mal de 25 75 mm 44 25 a 150 21

£‘ur-mtas, de e-a 5 uSe-). fusa pipetas llppere-dorf. de 102C0 e-e-t y de
S4

sI <Cvsafortips. Erpendearfl.
1>

Puntas de pipeta ne-ve-lvicanat 25-250 sí <Costar),
Iacwr au~ te-eSte-co ElISA (Ee-rogenet-ics).

1
Én~t&~.

• Cvaa>qados hormaaa-peroaldasa: conjugado de progesterona,

co4e-gerdo ele esuadiol-l7fl y con/e-e-pdo de testosterona, rodos elles
son prq~ara4os y caracterizados por nosotros siguiendo el

prte-cedie-memno qe-e-e se detallará más adelante.
- Purés de Hidrógeno (Ile-Qe-) al 30% y ¡10 vol (Panreac>.
-. Osasafefolenediae-e-e-ina dilidrocicirbidro (01>0): tabletas de 10 ‘ng

4. - ‘JI
- - 5 t.vnt$mt: Le-as sohe-ci mes tampón soti las mismas que se

- e-rs el ELiSA de ccnpetnców y su composice&ms y realización
te-e Si era niás adelante.

- El-as. e-ele-o’ re- make tozados frente a pree-ge se-e re-ye-e-a, es re-di 1.

1~y tete-ce-aa

DESAM4OL,W OIt La TECNICA: La técnica está basada en la

ce-wcssSrw<e.rs de ate-a • e - sane- del pl e-re-a de los are-e- les re-re-e-u -
ce- e-ye- ‘e-sport tÉi-&e-le re-e - ca 4 ¡ microp¡ ca). Se a ada el cor~’e-e-gado

tw-e-e-e-e-e-me---ore-se-e-ra, e-a e-e-e-a dy4-- ‘e-de-e- 4V . Oc, me- e se e-frade la mezcla del su.tratea y
--e-e-a, de ca e at ser - ce-lindo este se-astraso se producirá e-e-rs

St en ecUote-re-rELISA

Las die-e-=ce-e-aes de a qe-e-e se e-e-e-e-trae- son: 1/20. 1/50. l/lC», 11500 y

e-t Ja-e-e- se al pocHos con el plasma sin dMa Estas
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‘A

4

- sserealizanenínbosdeenUYOdeiSxSOmnlYdClSxIWrnm,con k4,

agra pe-e-rtficada.

Ls pocillos de la placa ELISA se tapizan con 100 sI de estas diluciones y

ve ¡e-tavnicfltfl a ¿P’C durante 16 horas, pasadas las cuales la placa se vuelca y se
practican tres tasados para cUmnirsar cl material que no haya quedado adsorbido,

Una vea secos los pocillos se añade el conjugado a una dilución de 1/10.000.

Esta dilución se realiza en solución tampón EIA se depositan 50 pl de sole-e-dón

tampón EtA. irme-ediatamentt se aóaden 50 sí de conjugado y se Sacie-ha ea la
oscuridad durante ¿os horas. Después de estetiempo, la placa se vuelca y sc lava
eje-e-co veces con solución de lavado. A continuaciónse aflade el sustxaso (103 sí)
cote- el crornógeno yseúe-cuba otra hora en la oscuridad, a ternperane-ra ambiente. -. -

La densidad óptica, del color desanollado sc mide en un lector auío-mitco

EtJ$A a 450 y 602 ursa, observándose que cuanto mayor es la dilución del plasme,
te-e- c~e sege-In el criterio de Boenis-ch (1989) corresponded titulo del arsdsuero, más
«e-Sor se desactoila.

4-

Se considera un tituló óptimo para empezar la purificación del aursdsnerce- a

partir de 1/502.

II. l>URIE!CACION DE LOS ANTICUERPOS POLICIONALES

,

Ursa vez finalizada la imnunización y sabiendo que cáce un buea tftuko de
ae-e-vice-ererpoa poiiclotsales, se procede a su purificación. empleare-do los siguiere-e-es

métodos:

A) Fracci-ooamieaía de los andste-eros de cornejo medinte Pa
precipitación salitsa del plasma con suflto amónico saturado.

II?



8) DiSlisis y OelJiIe-ración de los antisueros precipitados para cl ‘e-a
los iones sulfato.

C) Adsorción de las gammaglobulinas ami-ESA

Al flL&CClONAMlENTOflEÁ.OS~Nfl5VL3fl5flLLQSfSO1LD¡~y¡n~

PRECIPITÁCION SALINA DEL PLASMA CON SULFATO

AMQÁ%1Co SATURADO.

Fi fraccionamiento de los aje-tisueros, presentes en el plasruer de los core-ap.,
se naliaa medlae-m la precipitación salina del mismo con sulfato amónico saturada

(Caney el al., 1977).

1’ Preparsdda del sulftte amdnko signen: Solución de (NH,)~SO4 4,1>4
saturada al 102% a as’c s~ disuelven ~6~7¡de (N114)2S04 (Merck) en [00mIde

agua pzuri&ada, ajuste del pH a 7,4 con OHfla 214.

2’ Pr«tpltaclén salina del plas.a dc los conejos laununjasdos: Se realiza
arata tercio de s ración, por ser este porcentaje dc sulfato amónico el @ine-e-a

han esa especie (Hebera et al, 1973).

A 2» rol da plasmo. <le Los distintos animales, se les añaden lO ni! del
(NHJe-$Oe- (warada al 102%). gota a gota, con agitación constante, para lograr
me-se-e-e- me-e-e-e-ada ke-ua$nea en el plane-e-a.

La ada se re-e-atine ea agItacióndurante den horas, después se centrifugo
a emperne-ura ane-biente a 1.200 x ¡ durare-rse 20 minutos, obteniéndose un

ecU bInan Se desecka el sobrere-adante y el precipitado se resuspade en
ni! da stcSn nfra, ene-e- ¿lb de restaurar el volumen smcial de pIaMe-a del

~ro wtns al gíree+$az, Ea este primer precipitado se encuentran todas las

- - - algún oteo tripe de globuLinas y un porcentaje mínimo de
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AA

4-
alWmiJsat

Se realizan dos precipitaciones más con el fin de eiin2ivar cnmportemes dc! 4
“A

no deseados y el tercer precipitado se disuelve en 10 ml de solución tampón

boraio-salln&
‘A

1

A,

• ACSOO Bórico (H,BO,). Merck.

- Sulfato Amónico ((NI-lj2S0,). Merck.
• Hidróxido Sódico (NaO>!). Merck.

• Tetraborato Di-sódlco (Bórax) (Na~B,O,). Merck
• Cloruro Sádico (NaO), Probus.

Solución tampón borato~saIlna: Para l.~ ml de soktcióm

• l-l,BOe-: 6,184 g.
- Na-~B,O, 9,536 g.

- NaCí: 4.354 g.
• Agua purificada: Enrasar a 1.600 ml.

Solución salina 0,85%,

Soluelda 2M de SodIo Hidróxido. A,

Mezclar cinco panes de la solución borato con 93 partes de solu<strss raha.

El pl! de la solución tampón borato-salina se ajosta a LS cm NaCE 2K
en un pfltaetro (Crison). e
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a) mMÁsIsLGEIJILUACION DE LOS AWI7ISUEROS PREClfl~jj~g

¡

wnx&KLOXIOSE&ALnm.

La ele-rninaáóa del exceso de i.o.nes sulfato ¿el ane-isuero se realiza por mios
re-,jtodes: Diálisis cÉnustiva y Gel-filtrackst

¡O DLáIlsLs: se utilizan membranas de diálisis de 33 x 21 mal (Sigma>. Los
poros de esta tripa poseen un diámetro suficiente como para que los lome-es tolla

libres la puedan asravasar. retenicado en su interior moléculas de elevado yeso

molecular core-o las innsrnsoglobuuinas.

?reviaenenie son lavadas con agua. irsurodudéndolas en un vaso da
precipitado de ¡03 ¡nl durante tres horas.

Una vez lavada, la membrana se iwoduce en otro vaso de precipitado de
cristal que contiene solución tampón borato-salina, ya que no se debe secar nunca.

porque los poros se obstre-urtafi. Se cierra pos un extremo con seda, anudAre-dala
perfectamente para evitar pérdidas del arssicuerpo con cl que vamos a Llenar la
e-rlje-a. Se insuflo aire. de esta manera la metubmana se le-incisa y con la ayw4a de una

pipeta pasteur se ~1enacon la solución que contiene los aslicuerpos. Se cierra con
seda. ane-e-ttrs*la perfectamente y se coloca suspendida en el interior de man vaso

de
1ncip~do de crista] de 102~ mí, que contiene tampón borato-saiina. solte-ción

frente a la que se realiza la diálisis. La temperatura a la que se dializan ka

ansien ea de 4t caes dos cambios de liquido tI día (mañana y tarde>. Los
anizeuerpos se 64-allana durante 48 horas.

Es Importante medir ti pH del ¡fluido de diálisis, ya qe-e-e ésta debe
reatizame con use- pH bgerasnme alcahn pues de lo contrario los anticzserpcs

Hnaliaada la dilie-sis, los are-te-everpos se sacan de las membranas y se

ine-nde-ircese- ea tabos de eere-uihaga. ye-sra elie-e-,inar el material insoluble fonntd~
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A,‘A,

¡re-e-odiase-te centrifugación durante 30 minutos a 4t a 1.300 a g. -~ . -.

2’ GeI.flltraclóa: Paja lograr una tola] eliminación de los iones sulfato que

luyan podido quedar después de la diálisis se emplea la Gel•flltracidn. Este
método está basado en la separación o fraccionamiento de moléculas contenidas
cts tare-a muestra que difieran totalmente en tamaño, rre-edianse el uso de urs gel
apropiado. Las moléculas grandes atravesarán o se tihrartn a través del gel

apareciendo intactas o lográndose una recuperacióte- del 103% de las mismas

después de la filtracida. ne-jentras que las moléculas de pequetio umaslo (como por
ejemplo los Iones sulfato) quedan retenidas en las mallas del gel y son fllcradas

posteriormente.

El gel que se utiliza para esta Gel.filtración es Sephadez <1-25 <‘Plsarrnacla~. A

1~~’—’•

£xuaaciúse-4e1¡eI: De acuerdo con las caractertsticas del ¡el, el tamaño
de ¡a muestra y la gel-filtración que se va a realizar, se calculan los grane-ce

necesarios de gel seco:

• Un gramo de gel seco corresponde a A tal de gel hinchado.
• Se debe calcular los mide lecho en función de que la muestra a ele-oir

representa cl 30% del volumen de la misma.
A-

A,
El volumen de gel necesario es 33,3 ml. equivalente a fi g de ¡el seco. ‘A

e-A

Y- -

El gel seco, se introduce en un vaso de precipitado dc 100 ml al que

añadimos SO ml de agua pvrificadL El ¡el se deja así durante tres horas,
removiéndolo de vez en cuando muy suavemente, con una vajilla de vidrio para no

romper los gránulos y que el hinchaxnieruo sea homog¿neo. 4

EMPAQUETADO DE LA COLUMNA: Laeolwnna cromaíogrtfluncolon
en posición vertical. El enremo inferior de la columna se cierra y por el *qeflcr

se procede a llenar el fondo con el tampón dc eIucióít Se compruebe que no queda
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ita ‘45 canal M tw,tdale - ,Ii¿ ze-lnye-ettpe-ei-arse-e-tue-4e-tcla

~ ~ve-~ cm~ ae 4emarl se eWne-ina mare-a d.,e-er Ma cantidad
-, del tel. de v~e-1 e-nne-ra qe-at éste ade-~e-skra se-n.a coe-’siste -a espesa. ¡SI ptl

se- coe-flaa 3ade-t - ¡e- ta¿ecttsrsaleepecialparaAptle-tstahlenatt
e- s la ISa ase o-ate-e-ene-e-. se cose-acta el extrae-no inferior a la bene-be

e- y el suje-ere-or a e-e-a recipiente que contiene el tampón de elucides. El
e-e-ea ,aa3» ¡Sra.- taquee-Cc< pnebaqunlacole-e-rnrahaqe-Mado

e-e- e ea e sacie y e-e-e te-o se ctsewa, en w interior, La &e-re-naáte-x d.c

~e4so de aire-

e- - zadoessolce-cióntampóe-ibúrato’SalinadepH

ke-9VlL¡BRA~O DE EA COLUMNK La colore-ve-a se equilubra dejandopesar

e-seae-miñe-enes da tae-~vsp4a da elucióse-, utilizando un flujo de W miflhora Desptts
e-e wide el pH del ekee-ste y ene-e-da se comprueba qe-e-e es <sta] ni del tampón de
ole-e-ce-do, so procede a penar la aseste-a.

«Le-flLTRACION PROPIAMENTE DICHA¿ La gel-filtración se realtas
uit ec$pode cwse-e-atce-prafla liquida de baja presión (¡sca), coe-npe-wsto

MW eScome

- hite-beperite-dinaTris de des vta

Dnner de abeorbancias Y, que abarca los espectros *tslble y
ulica’r*data.

OMar de fracciones Retriever II
tubo te silicona de 2 se-a de diámetro para conectar todos los
elesnere-tos. Maqainsa.
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Corista de de-e-s fases:

a) AptiCitciótl de la muestra a la columna.

b> Elación de la muestra.
‘<A,.

a) Aptlcaelóti de la muestra a la columna:
4<

la columna se abre por el extremo superior y se elimina todo el liquido

basta el barde superior del gel. Se añade gota a Lota la muestra con una pipeta

f’aae-eur, dejándola resbalar por las paredes, para evitar la formación de
ratuiencin ero el interior. La muestra se deja caer por gravedad en el espesor del

~etposterionnente se vuelve a llenar la columna con tampón de ebici.5n basta el
te-ore-le superior. se cierra y se canecta a un recipiente que condene el tampón de ji.

b) Eludón de la muestra: 1’4-
4

A>

Se lleva a cabo bajo las siguientes condiciones:

Velocidad de flujo: 50 ml/hora ‘A

Tampón de eluciótr borato-salina de pH— LS 1
Longitud de onda del registro: 280 mu

Amplitud de banda del especsrofotómetro: 2 tun e-’
4---

Volumen de eluldo recogido en cada tubo: 10 ml.

Con estas condiciones de elución toda la muestra queda contenida en un -~

e-e-ko, con lo que la recuperación dc la misma es del 102*.

y..
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PRUEBA DEL CLORURO DE BARIO.

Esta pu-eta se-rs-e para comprobar la ausencia de iones sulfato art el ele-e-Ido.
Se recogen 3 ml de claMo de los tubos anterior y posterior, al que cre-se-tiene la

nntestra y se le añaden 6 gotas de Bae-CI ni 10* (Merck) La aparici6n de maje-a
surbidez blanca o de un pequeño precipitado del mismo color, nos indica la

presere-rira de iones sulfato en el eluldo, pero como eso no ocurrió, podemos

apreciar quenuestra muestra está libre deesos iones.

Cl ADSORCIONDE LOS ANTICUERPOS ASTI-ESA.

a álsimo paso en la purificación de los anticuerpos producidos frente a

progesterona. esaradiol-11fl y testosterona, es la eliminación ¿e una pequeña
fracción 4* anticuerpos prodvcido.s frente a la proteína transportadora (ESA)
incbatda ea los con>4a405 ine-se-uaizames. Estos anticuerpos pueden producir use

interferencIa Inespecifica en los sistemas de asiera-tase sólida <lbomeycrott et al.,

1970>. La elitainación de esta fracción de ante-cuerpos se efecte-e-a mediante It
adsorción de las mismos con e-ma cantidad fija de RSA que se añade a los tubos
qe-e-e contienen las disútos anticuerpos

• Albtmin sAnen bovina (ESA). Sigma.
• Solución tampón borato-salina.

- Anticuerpos astI-progesterona. aatbestradioklfl y antl-testosterona.

fra deterasinar la cose-cene-ración idónea 4< ESA para adsorber la mayor

fracción de wtlaaerpos ami-USA. se añaden cantidades variables de la misma a
urea serie de subas de 2$ a 75 ae-n~. que contienen 05 ml de anticuerpo. Las
cneentrac anas de USA que se añaden son las siguientes; 0OO I0,06 Z(E l,0D
0.Z O,t0 y 0.02 mg/mi de tampón borato-sa n.a. Se mezclan 05 ml de cada

dilozitxs con OS mi ¿e anticuerpo. Se realizan des incubanones: la primera a 37’C
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durante una hora y la segunda 48 horas a 4C. Posteriormente, los tubos se
cew.riftssn a 1.200 x a durante 30 minutos, observándose la formación de un
pien pitado blanco en el fondo del tubo. Se selecciona el tubo que contiene el

precipitado más grande, utilizándose esa concentración de BSA para adsorber los
ae-tcicuerpos anti-BSA. La concentración seleccionada fue la correspondiente a 0,02

mg USA/ml. -<

El precipitado blanco formado contiene los anticuerpos aníí-BSA que

reaccionan con el ESA añadido por lo que se descarta. El sobrenadante contiene
44.

los andcuerpos purificados ya Ubres de anticuerpos and•BSA.

HL. CARACTER!ZACION DE LOS ANTICrIERPOS PUSUFICADOS

¡nl.. DhtTERMINACION DE LA CONCEWI’RACION DE PROTEINA 1W LOS
AbJT1CUERPOS PIII2TFYCADOS, METanO 1W BRADFORIt

.

La determInación del rendimiento o concentración proteica cte tos

anticuerpos purificados se realiza por el método de Bradford <1~76).

Es un m¿todo colorimétrico basado en el cambio de coloradón que sufre
el azul brillante Coomasie 0-250, en su variedad de color rojo. Este colorante vka - -

a sae-tI al unirse con las proteínas. El complejo colorante~protefna posee un elevado

coeficiente de extinción, conduciendo a una gran sensibilidad para la medida de las

proteínas.

la forne-aciórt de este complejo es muy rápida, aproximadamente de 2
minutas y permanece estable, a] menos, durante una hora. Esta reaccIón se puede
cuantificar midiendo la densidad óptica en un espectrofotómetro.
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- Alb4e-te-ice-a seÑa b0~re-a Fracciña V de C&Úe-a (ESA). Si~re-n.

- Ácido Ono4c4ftrico 55% (lIe-fO<). Merck
- Ami bnlla,e-e-z Cuie-e-nn.e G~250. Lo-fiad-,

- Etaosd W - Merck.
- le-iitro de 0,8 atas. Me-114ore.

Prepand6n del ¡nl te-rillule Cnomatte:

¡e-e-. Se dise-telven lt~) mg de amI te-re- lame Cooe-e-e-e-asie G-250 ea 30 e-ni de-e-

etanol si 9$4i. La dieatata se ekctu4 ere- caliente, para evitar la fae-rte-e-a&e-e- ‘te-e-

pue-swna, de-e-zane-e 343 mire-e-e-te-ea corno ne-Inino. con la a~ a de mate- ape-a&e-r s»ge-e-euau

2~Adutde l~deHJO,8$-e-yaj’sse-edelvxilamna I=Oinsicae-n

a ca4~

le-ti aula a travás de e-e-e-e- file-ro de 0,8 e-e-e-e-e- y se deja enfriar,

Prejararlan de las muestras estándar de pratetoar

Las ne-uese-rn estándar de piñe-efra se preparan cee-it albdtre-ir¿a seÑa be -

La aNiae-e-in sirle-e-a be-Me-e-a se disuelve en tare-e-pdn borae-a-e-a e-it
4 el e-n

ce-e- el ese-itt tas e-mese-ns prÁtema y a pare-ir de una sobe-e-vida re-e-te
da 2 mgfre-l se vetan las siguiere-e-es dile-e-Mre-es~
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&ldte&

para la reniuzación del ensayo se utilizan tubos de 13 x 1W mas. En el

ite-terior de cada tubo se añaden ~Wjil de cada estiMas y 100 Ml de las muestras
qe-e-e van a ser analizada InmedIatamente desp~4s se añaden IntS de azul brillante
Ceornasle y se mezcla en un vórtez dvranle 20 separe-dos. Una vez mezclados se

4<.
‘tejan estabilizar durante dos minutos, antes de proceder a su lectura en e-ns A,

esse-ectrotof óme tro.
‘e-!

Para la lectura se utilizan cubetas cromatográficas de vidrio de 3 ni]
(SitAasataO. El blanco utilizado consiste en una mezcla de 100 pl de tanspe-$n
torato-salñia y 5 ni] dc azul brillante Coomaslc. La lectura se realiza a 595 mu.

La curva estándar se construye enfrentando las concentracIones conocidas
de proteSte-a (mg/mi) con la coaespondlenie absorbencIa medida. Las muestras

problema se refieren a esta curva estindar para determinar su concentración de

—nL

lila. bETISRMINACION DEI. T¡llitl) IlE LOS »JTWVWR?OS

nEME A PItOC.ESTERONA ESTRAI)IOLIIE y TESTOSTERONA DVSPUES

DE La PtJltlFlCAÚtON

.

El titulo de los anticuerpos obtenidos despe-sé de La hsmsmfraclóa y
purificación, se deterne-hin mediante su practicabilidad ea el EUSA, mlfrzande-n

diluciones vaziablcs de anticuerpo y de ctx~updo hormona-estIma. Se cenidera
¿une-o titulo la dilución que presente una absorbanda de OkOWS a 450 ata <Me-co

y Stabenfelds, 1984>.

• Las diluciones de anticuerpo que se emplean ea todos las cases sitas
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- Las dilucionesde conjugado bortnore-a-enzimason: 1/10 OY~ ~
l/4a000 y l/80.o»

- La mesodologla es igual a la que detallaremos posteñone-erge para

determinar las diluciones óptimas de conjugado y anticuerpo ~e-s

ELISA,

fltj. PRUEBAS DE REACIIVIDAD CRUZADA DE 14)5 ANTICITRPfl

¡

Se realIzan pruebas de reactjvid<ad cruzada, de los anticuerpos policleales

para comprobar la especificidad del anticuerpo producido, frente a otras liare-nonas
estereides. Estas pne-eb.ae-s se lleven a cabo mediante ELISA dc competición, cuyo
deseare-do y piesta a punto detallaremos en un capitulo posterior.

Los esteroidez que se emplean para la realización de estas pruebas de

reactlvidad cre-nada son:

1’ Para las antIcuerpos antl-propsterons:

• 4-P~egners3bdlona (Progesterona).
• fi egnan-~320dioaa (Pregnandiote-a),

• ‘pen-llauol-3»4lon (1le.hldradprognterona).
- ÚPreguriílte3ao.ulíona (l1a~bidrotIprogesteron4

- ~Vote-a(20o.-DlbWrorlprogcsteroz4
- ÚPrepese-’2%-oi-3«oaa (2Otd3lMdrodprogestero¡e-a>.

- 4~-Pregnefr1 iLl7e2t-srld-340-diona (Cortisol).

‘lXLIE$Euratriea.MlB4d (Estradld-l7fi).
• 13.5(I0»LraíÑa4j6.a

41m~.ñol(Estriol>.

tW>Lsnt~yg-~fl-~n~ (Ese-e-ana),

- A-An.fro ea’VZ-ol-3-oe-sa (Teswsteroesa3.
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¿~Para los aflhlCtUrpos4nhl-#5¡fldlOl-170:

• í,3,5<l0>Estrathien-3,l7fi-diol (Estradiol.I7B).

• U4<l0)-Estradrieue-3.17a-diol <Estradiol-17a).
• I,3.$(l0>-Estratrien-3,17B-dlol 3-benzoato (Estradiol-17fi 3--flete-mee-e).
• 13,$<l0),7.Estratctraend-ol.l7-ona (Eqe-silina>.

- l,3.5(l0).Estratrittl.lZIlftdrioI (2-U¡droxiese-radiot>.

• l,3,3<l0yEstratrien.3Aa,l1B-triol (6-lildroxiestradio~).
• l,3,S<IO)-Estratrien.3,l7&-diol-6-ona <6-Ceto-Estradiol~¡ 70>.
- l,3.5<10>-Estratrien-3,I7fi-diol’ ¡6-onz (¡á-ceío-Estzadioí~p~),
- ]35<10>Estratrien-3,16«,17b.thlol <Estrio)»

• l3,5(l0)—Estratrien-3-oI.17-ona <Estrona).
• 4.Prepen-I~Ll7a,2I-triol-3.2O-diona (Cortisol).

- 4.Pregner»3,6-dlona (Progesterona).

• 4-Androetendflol-3-ona (testosterona),

p Pan los anticuerpos asul.cncoseesona:

- 4.Andzosten.17&ol-3-.ona ffessuserona>.
• 4-Androsten-3,17,díona (Androstenod(ona).

- 4-Androsten.17#ol.3-ofta (Epitemosterona),

• 5a-Androscn”3e,171-dlol (DlhidroeMwsternta).
- 5a-Aadrostafr3LIlA-dIoL

• Sa-Mxlrostaa-l7D.-ol-3-ot,a (5e.Dlbldwíestostewna).
- Sfi4ndroetan-17B-oI-3-ona (5t-fltbislrotntosteTtrre-a.>.
- 5-An4ro.ten3fi-ol~17-ona (Androstenolorsa).

- $-Androsaent.3L¡2fi-dioJ (AMrostenedio¡»
• 4.Prepen-IIB4le,21-txiot4,ZOdIoea (Cortiao¡>.

• I.3.5<1O>Estralrlerr.3,160,l1B-trlOl (Estriol>.

- l2,5<l0>-Estracrien4ot-17-ona (Estrene>.
- 4-Premnen-3.6-dlote-a (Progesterona>.
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La reacúvide-e-d ne-zada qe-e-e pr e-Pta we- ae-e-ñcte-rrpe-e- especol e-e- p ,~

cse-~rrte-ide, fre,ne a ce- ro ate-erce-de c~atqe-e-e-¿ra, la podemos Zd5 ;ís ce-. -

Cre-e-tele-e- ~t a dcl ea-tero4.te prole-lerna qe-t.t causa una rede-e-cci6e-e- del 5 de la se-e-e- e-a

-al al ante-cuerpo (Ro). dit*áida por la concentracion del este-are-e-ide que presa
It rasción cnúzztt y qe-e-e causa La misma reduadón de La se-e-sión ni aae-e-cse-trpo

(¶<M>(A raksaree-. 1975).

ng estercide prole-lesna (U, 1>4 o ‘fl al 50% de unión

X102
ng de estercide al 30% de uuidn

Para la rnLkaacÍóit de Las pruebas de reactividad cruzada se ere-’#a un

de cce-ncem’acióe-s de Ca 5 ng de esteroide/pocillo: 0,10 p,5O pg, lWpg, 5Wp~
154 y5 nr) pece-Un, para todas las hormonas testadas.

cu~(zLn&cIaxn&.ws.i’ZTICUERPOS PLmlflCAflóS
FUSTA 5tt 1ml]tACtflt~

.

La cuaservaclOn ¿e Las anticuerpos se efectúa de dos maneras:

1’ Coaeervsetóa a corto plazo: Mediante congelación. La mitad del vce-hnnea

de se-ada no de les antite-e-erW purificados se congela en alIozotas de 1 mIco se-tos
L»ee-e-darf (Merck), a anta tene-peraMa de -flC.

~ Caserveolda a larp pIuw Mediante liúffifracIoe-v El resto del velamen
de cta anticuerpo se bofthit. La UoXflización se realizó ce-e- el Departamento de

de la Face-itad de VeterInarIa de MadrkL Los antiorerpite bofitisados

ea cneeevn en un desecador a 4t.
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1v• ~QNltJGACW~DE LAS HORMONAS ESTEROIDES A A ESZIMA

~

La conjugación se realiza mediante una modificación del raIO<IO de la

mezcla anhidra (Dawsofl el al-, l978~ Munro y Stabenfeldt, 1984).

El objetivo es la conjugación de la hormona esteroide a la peroxidasa a

srav¿s de uniones pept!dictts-

El grupo carboxilo de los derivados ¿e las hormonas esteroides, puede ser

convertido en un ácido anhídrido que reacciona con los grupos amino de la
proteína. siendo ¿ste urs m¿todo simple y directo, con el que se obtiene un alto

rende-mientO en la conjugación

• Peroxidasa de rábano picante (HE?): EC 1.11-LI. Tipo VI, EZ a

3.1: Bochringer Mannheint

- Esteroides. Steraloids Inc.:
• 4.Pregnen-3.20-diOflt 3.O.CarboxfrnetiloxinlA(PrOgflltfOtfl3-

CMO)-
• l.35(10)-Estratxien-3. l1&díol3.HemlsvednatO<E&tttdi*llP

3- 1-le miauccina o).
• 4.Androsten.l7B.Ol.3Ofla 3.O.Carb&rln1.th¡IOXlte-~B

(Testosterona 3-CMO>-

• N.N’~Dimetilforne-amidC purfsitaa ((CII>tXOCH), Merck
- 4-Metile-norfolifla (C,H

11N0>. Merck
- lsobutilcloroforsniato (CICOOCHe-CH(CHJ4 Merck
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La coe-e-jsigación de los derivados esteroides a la pcroxitua se realira ca se-es

etapa;

• II etapa: el derivado esteroide y un clorocarbonato se de-de-te-e- ea

un disolvente anhidro (dimetilformasnida). a la rancia se 1-e aÁaule

una amina terciaria, pan eliminar el Ácido ctorhtáñco que se
produce y formar la mezcla anhidra.

La enzima se disuelve en otro tubo.

2’ etapa: La mezcla anhidra se adiciona a La carlina muy lee-atarease

bajo unas coe-e-dicicnzs de temperatura muy deterresnada

- 3t etapa; diálisis y ¡el filtración del conjugado.

lea conjugación de las hormonas esteroides a la peroxidasa se realiza
se-tul-izado ursa proporción molar de 20 moles de esteroidc/l re-sol de pee-oxidasa,
para lo que se calcula Fa siguiente relación;

- 5¡iO’tnmolesdep<roxldast

- ixlO’nnolesdeesteroide.

Coajapós de jrogester.as:

Se pene-u

- eqde Pez-oxidasa, p.m.m 4O~.
• 3XSmgdePmpsttron3-CMO,p.nt~ 387.5.

132



conjugado de estradlol-l7fl:

Se pesan:

- 20 mg de Peraxidasa, prsvn 40000
- 3,725 mgde Esoradiol. 1713 3-Hemisuccinato, pm. 372,5

Conjugado de testosterofta:

Se pesan:

• 20 aig de Peroxidasa, pa” 40tYY)
- 3,615 mg de Testosterona 3-040, pxat— 361,5

La conjugación se realiza de la siguiente manera:

sdr~te-cIO~Á

:

- Enunsubodeennyodecñsta]deIIxlSwm.seeoloca.l

esteroide.
- Adición de 200 pl de dimetilfomiasnida, con agitación contante.

hasta logra: la disolución coropleta del esíeroide.
• Adición de ¡.5 pl de N-metilmorlollnay la mezcla se enfrie a -WC.
- Adición de 1,5 pl de lsobtttildoroformiato.

- Esta solución se mantiene en agitación constante a -WCdurante use
nUOutOS.

sot.l:CIONR

:

- Enunsubodeensayodecristaldellxlimrn.secolc.cala
peroxidasa.

A
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• Adición de 200 »l de agua purificada y 15-0 ¡4 dc dimet-ilfc,rve-~e-uia

con agitación constante.

- LamezdaseenfrfahastaOC

La solución A se añade a la E en fracciones de 10 sí. siempre con agitación
consume y a Ot. La mezcla de Las dos soluciones se mantiene ea agitación

durante una hora a -lSt y posteriormente dos horas a 0C.

Adición de 2,00 mg de NaHCOr

Los conjugados se dializan frente a un litro de agua purificada durante U
horas a 4t, realizándose dos cambios de apia.

- El ese-erolde libre, no incorporado a la enzima, se elimina del cnjoga*k

mediante una Cel-fllnción en Sepbadex 0-25, de grado fina

El m¿todo de gel filuacián (preparación del gel, etc.) es similar al detallado
anteriormente para la purificación de los anticuerpos lo único que varian son las

• Columnas de cromatopafla de tipo Econo dc 2,2 a 45 can 2e-o4tad.
- Sepbadez 0.25 de grado fino. Pharmacia.
• Tampón de ebación~ Fosfato-salino 0,05 M. pH” ‘7.00.

- fl*nSOml/htn,
• Padonesdelmi(Zúgotas)portubo-

- Equipo de Crosnalografla (Iseo). compuesto de: detector V4 de

longitud de onda variable (espectros visible y ultravioleta>, bomba

peristáhia de dos canales y colector de fracciones.

Un vez ~nahzae-3a¡a Gel-filtración se procede a la caracterinción de Iras
fracneaes recogidas de los distintos conjugados.
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V• rAtUClVRI7~ÁÚtflN DE TOS COSBÁGAD.Q&D&BRQLiL5IUWZiL
ESTPÁfllOI~l7fi Y TVS’TOSTFItON-ET
1 w
192 491 m
248 491 l
S
BT


La caractere-zactón de la conjugación se realiza analizando tres aspecsos

í~) El rendimiento de La conjugación se determina mediante el cálculo de
la iacorpo~-acIón molar del ese-erolde a la ese-airase. Para clin se utiliza el aStodo de
i-faheeb (l9~6), modificado por Fields (¡971) que constate en La determinación de

ies grupos amino libres de la peroxidasa antes y despuás de La cnt~ugad4tt

Es un m¿íodo colorie-Strico basado en el desarrollo de ana co4oracida

debida a la reacción del ácido Z4AtriflitrobentefltYsulfótslco (1743$) coas los

grupos e.amino libres de una proteína. Esta detentimna<ttift es lineal basta una

concentración de 1 mg/ni] de protelon.

• Mido Z4kUhencefluMdO$~ (INUS) (C¿IsNzO,&MzO>.
Siga~

• n.Dodecilostiltnto sal sOdios (SOS) (C~H1)
44O.S» Merck

• Sodio bicarbonato <NaHCO~). Merck

- Mido OorhIdeico (HCI). Merck
• Agua purificada.
• PerosMasa, AZ - 3¿ Boebulnger Mannheini.
• Conjugados de progesterona. essradioil7fi y test<fltetWL

SOLUCIONES:

• TNES 0,1%

• SM ¡0*.

13%



• NaHCO, fl

- 11(1 IN

• SeectÑ ¿a pero’xuata Sc &e-e-nl ce-e- 20 mg de perce-idasa re-e- 151) ~í d~
ealtie-e-rrnme-4 U ¡4 de N nl cf, Ve-a ~‘ ~ de

ive-*e-e-nklclcae-fe-e-xe-rMtn, se wnwleta el vot nt a a p - e-llcada hasta 1

sri

- CnJegadcede be-snrsoast temIdas Se ~ie-le-n1 re- de cada conju~do

para rn~ zar ¡a de-e-e-erne-ln.acMe-e-e-.

METODOWC

A 1 ml de saltee-ida de paretdasa y 1 e-nl de cae-la cce-z-e-4~gade-s, se añade 1 n¡

de la sre-hoÉs de NaUCO, y 1 e-vi de la scAsscie-4a ¿e TNE$-

Se Izaba tos horas a «It.

Es ncenM cene-pe-chor qe-e-e el pH de La e-ohe-ción no dee-eieevla se-e- r debajo

deU. pos ce-e-ante el SOS interfIere la reacción.

DnpaÑ se añade La sohe-cfón de 5-1>3 pare sde-e-Wftar La proteha.

pr nr precipitaSa mee-fIare-te la adidóa de 0J mIde Ecl 174.

La lacte-e-en se realir=aea eq~cuoEstOee-e-cte-o a 335 nne-, se-tiltzAndose corno

le-lene-ca agua pclb~Aa.

PI De de La actividad enrie-cte-Ita antes y despe-~s de la
~ape-idn.M#te-’4e-z de le-e-ye-e (1977% Se determIna la «me-ene-ración de protefna

ee-sTh de (mte-e-e-dodeliea&xt1976>ysecoe-rspanlaacttvldad
de sae-e-e- tanta te-4e-s de ce-e-alee-e-a presente en el exe-e-e-je--4ad0 sin de-le-dr, con ja

136



¿a La e-tnta masa de enzima Sin conjugar.

La determinación de la actividad enzimática se realiza en una naicroplaca,
¡a cual se preparan las siguientes diluciones de conjugado y <tialina: 1: 5 y 10

ng/se-tI, en tampón EM. Se añaden 50 jil de tampón EM en los pocillos de la pLaca.
A ce-e-nte-re-uaciófl se añaden 50 pl de cada una de las diluctote-es. lnrnediatane-enie

despte-kt se añade el sustrato con ci cromógeno y se incuba 30 minutos a
e-eraperansrfl ambiente y en la oscuridad- Pasado este tiempo, se realiza la lectura

¿e La reacción en el ¡<ce-OS EUSA a 430 sim. Esta reacción rio se frena. puesto que
eA tiene-po de adición del sustrato a codos los pocillos no sobrepasa los 50 segundos

~ ye-~fr~ del conjugado en ElISA de competIción. (La

ete-t4e-e-1541a se desarrollará niás adelante).

WNSERVACION DE tfl8 c~t~Il1a¿DOIILORMON&ZHZIM4

La conservación de loe conjugados se realiza de dos ferinas:

1’ A corto plazo: mediante la congelación de 5~ ~a1de core-jugado ea
tubos Eppendorf a una temperatura de .30C.

2’ A lazgo plazo: mediante la lIofilIzación del volumen rtsflfttt La
lIofilización se realizó en el Departamento dc Bromatolcgh de la

Facultad de Veterinaria de Madrid.
Los lIofilizados se conservan en un desecador a 4uC.
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414sk~n&BhL&cLo&nEkE$zIhtolsMLbflAtiAL1a3LwAsz
C9MEETICWt

Una vez obtenidos los ae-sticuerpol y conjugados necesaren para denrre-e-e- -

el rute-alo emimoiún>vware-ático ElISA de con’peuce-4n. se procede a ¡a

a punto del mismo:

- Ea primer ¡qn. se filan las conde-e-sones del ensayo; late sae-un
(núcroplacas), tiempos de iacMbacióv, temperatura de realin~ ¿a

La,s dtstimas etapas del ensayo y tiempos de Lavado y de Use-imada ¿a
Las mieroplacas.

- Ea segundo lugar. se determinan las diluciones de trabajo órae-e-as,

tanto de anucuerpo como de conjugado para cada bote-me-aa ese-e

• Por Obinto, se consttvy. una curva patrón pan cada botone-a con it

ayuda de una serie de diluciones estándar de las tres le-orne-toas

Una vez fijados todos estos parámetros, sc comienza a realizar
¿esemtnaeionas hormonales ea el pluma y en el liquido folicuLar. da ¡os r~we-e- de

animales core-e-rol y problema.

CONUICWNES DEL D¿SAYO

1’ Fase SUde:

Se anlizan microplacas de poliestireno de 9-6 pocillos (Nl 29--A, l~e-natest%

las placas se sellan cauce-a tape de poliestireno (Nl 42-A, l~nae-ech) y paraflle-n.
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¡4 TIempos de incubacIón;

a) ir,no~e-li~~défl del antifliertO : la fase sólida: 16 horas.

b) Reacción de cornpetidón 2 horas en oscuridad.

e) Hidróki’ del sustrató; 1 hora en oscuridad.

r Temp<rattlfl de las dIstintas etapas del esssa~o:

a> lovilhpce-ón del anticuerpo a la fase só?kla: 37’C.

b) El resto de las etapas se realizan a una temperatura de 20-WC. Es
Importante que la temperatura no supere los 24t, pues a

temperaturas más elevadas, la reacción enzituálica no es estatde ylas

medidas de absorbencia experimentan grandes varIacIones.

44 ‘flenspos de lavado y tapizado:

a) LaxaÉm: 5-lo segundos cada uno.

b) Tapindo de la.g placas con 1. solución de cnnlnad« no debe superar
los diez minutos, porque pasado este tiempo se oteervan vaziadones
en los valores de absorbancla dc las columnas tapizadas en los

últimos lugares.
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lWL~UQ~LWM~flI~Q LtLOiAYtKUAt%g~

~ DLtUtSLLNACJ=ISDL LAflhILUfl\v~

iauttLUQ nnIsLA&nLLLsaYQ-

¡e-se-a ¿re-e-te-tIte-te-te- Lar ÉiItá,flI de te-e-e-ho tas ¿e ¡se asta ce-e-ee-yos ¡rece-e

a ese-e-e-e4e-e--ldlt, pse-geste a y re-es er ‘- y >ss rew’e-csÑ-se a pItos. se renicato
ce-e-e-a re-e ¡ e - e-se-en en enfrentar di e-cae- ‘es vaaiat’t,s te-se-e-e-o ¿e

e--e- da

Las »e«Iones empicadas son las sk¡u~ es.

-Pera te-e saticaespoL 1/ ltXN~t 1/1(1» 1/4 tfl) y 1te-~ (XÉ

• hn tea «oa~nsdw ¡/1 «%1 I¡2I)«X~ I/40.W) y l/61).~fl.

La . se e-e ea ¡a placa de La ss~psleftta ¡manera;

Cele-se-e-cnn l-3e- i¡ltW.
«e-e-site-e-e-e-e-a 4t IfZYS4

Odaune WI1’ ~

CO l/21)e-~
le- Fe-fe-

le-y 1LU14wa
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e-’

e-e-e--e-Siwiendo el criterio de Munro y Síabenfeldt (1984), se seleccionan aquellasdiluciones que posean una densidad óptica entre 0,6 - 0,8 a 450 ¡un;

ProgeiteronE AnticvCrpO 1/4.000. Conjugado: 1/40.000.

Estrndloldlfl: AnticuerPo: 1/ZOCO- Conjugado 1/20000.

~<sto~terontAnticuerpo: 1/8.000. Conjugado 1/60.000.

ILAZADO DE ¡AS CURVAS ESTÁNDAR PARA CADA HORMONA

Se traza una curva estándar o patrón para cada ursa de las tres hormonas

con concentraciones conocidas El rango de la curva estándar varia según la
hormona y según el fluido biológico donde se vaya a determinar &lasma o líquido
folicular>, puesto que en cada caso se necesita que la técnica alcance un rango de

concentración distinto.

Estas concentraciones estándar se realizan a partir de una solución madre
de 2 mg/ml de progesterona, estradlol- ¡713 y testosterona en etanol absoluto. Las

diluciones se hacen en tubos de ensayo, de cristal. de 25 x 50 mm, con etanol
absoluto, dejando que <1 alcohol se evapore con el fin de conseguir solubilizar las

hormonas.

Cuando cl etanol se evaporE, las concentraciones estándar se disuelven en

solución de conjugado y con ellas se realiza un FUSA de competidón. para e-,>

establecer las medidas de densidad óptica a 450 nm.

Con las medidas de absorbancla se trazan las curvas estándar, para cada
hormona, curvas a las que se refirieren las absorbancias de las muestras problema

y con las que se puede calcular la concentración de hormona esierolde presente en
ellas, e-e--e-e-

e->’
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El rango empleado para cada hormona e-a el se-gu re-te

• Estradio¡17A:
• pIe-nata: 0,1 pg/pe-e-cillo- 50 pg/pocillo.

• llque-do fole-ne-Lar: 1 pg/pocillo. 1 ng/pocillo.

- Pregestereas y testosterona:
tace-e-oen plearna como en Nqu~do folicular 1 pg/pocillo - 1 ng/pocillo.

Ácido cítrico (C6HA). Merck.
- nido 24<edhnercie-rioIciol benwicoe- sal sódica (Thimeronfl, Merck

4ta pte-zificada.
• AádmfraUrica bovina, fracción Y ¿e Coh,t Sigma & Co.
• Me-ce-cuerpos ane-t-pro¡esrerona, ane-i-ese-radiol-l78 y anútesutcnerona:

ptedt*eelóa propia.
- Cte-aje-e-gados de prce-gesterona~HRP. estradioltl713-HRPy testonternnalfRP:

~ro4occl4apropia.
- tkse-diadodrógenobcfaso anhidro (Nae-HPOJ.Merck.

• Eaaad abwhata Prolabo.
• ter ¿e pauSen 4O-áOt. taereac.

Hormona esaeroe-4es. $e-eralcids lnc:

• 4~Assdrwten-47lIo14-oa Testosterona.

• US(1O>Eratrien-3,178-díoh Estradiol.17B,
4-Pregaefrt20-dioaa~ Progeste roe--sa.

• (tte-41ne-ina dtte-tdrodorlsidro (O?»): Tabletas de 10 mg. Sigma.
Perúzido de húópao: ~A 30% y líO voL Merck.

3*4, Cartonato (NafO>). Merck.
Se-de-o unto de--bánw 1½Hidrato (NaaHC,H,%.lt*tzO>. Panreac.

Sallo C¶enec, (74*0% Pr~it
Salle-, di ógenofos&so ne-onobie-Irno (NaH2PO~H2O» Merck
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- Sodio lddrógenocarbOnato (Nal{C03)- Merck.

- Twcen4O- Merck.

SOLUCIOS~ TÁMPON

1. SOLUCION TAMPON CARBONATO.BICARBONATh O,OSM: pH - 9,6

Para l,~ ml de solución;

• Na[flg 1,59 s.
- NaHCO3; 2,93 g
- flimerosil 1%: SmI Conservar a 4C.

.2’ sOLUCION TÁMPON DE EM; pH = 7,0

Para l0$O ml de solución:

• NaH2PO4.HzO; 5,421 g.

Na~HI’O4: 8,662 g.
• NaCl; 8,7 g-

• Mbúmina sérica bovina: 1,0 g.
• fliaterosal 1%; 5 ¡nL Conservar a 4C.

Y SOLUCION TAMPON SUSTEATO: pH 4,8

Para 1000 inI de solución:

• C,H5Q 13 g.
• 74a2HC1i505.l½112O;it &
• 11102 30%. líO vol: 1 ml

- mimerosal 1%: 10 ml. Conservar a 4C
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a~ sdn..LCION DE tAVÁDOI So&e-e-c,ón madre (lOe-ti.

Para lIXC ml de sel-ucióe-v

- NaO1W; giéó g
• Tnene-20 0~5*. Sial <‘onservar a temperatura aetáe~

DuARaQLtan&j~&,1EcN1CA~ELlsAJ.uLCoM~~tlclQN.

Ccatpren4e las stgue-ene-tS etapas:

1 MsorcMn de los anticuerpos a la fase sólida.

2’ Reaccióa de competición; adición de la rrne-stra. o del estIMar, y
del conjugado.

3’ Separación de las fracciones de hormona libre y unida a tos
anticuerpos en ¡a fase sólida,

4’ Adición del se-retrato y del cromtp-no-

5 Lectura y procesado de los resultados.

1’ Ms.artMt ¿a ha antIcuerpos a la fase 11da: Las microplacas se saplain
con la de-lución apropiada de anticuerpo, tos anticuerpos se diluyan en apa
pure-frada y se añaden 100 nl de esta dilación en todos tos pocillos de La placa.

cacaosen el pflcaero que se de-ja como blanca

Les placas te seDan ca paraflira. se tapan y se incuban 16 horas a 37t.

La atorcióte- de los anticuerpos a 3tC y su dilución en agua purilleada
rae-le-e-u la reacción de Insta luespecifica (Ce-II, 1988),
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Pasudo el tiempo de incubación se realizan tres lavados con solución de

tanjO (200 pI por pocillo)- Con estos lavados se elimina el exceso de anticuerpos

pie no queda adsorbido a la microplaca.

Las placas se deben secar completamente antes de pasar a la siguiente etapa.

2~ Reacción de Competícída: Esta reacción tiene lugar entre la hormona

¡Une (estándar o problema) y la conjugada a la enzima. Tanto las muestras

estándar corno las problema se mezclan con la dilución de conjugado apropiada.
Los conjugados se diluyen en solución tampón de EM a 1/20.000 (estradiol-17B).

l/40.WO (progesterona) y 1/60.000 (testosterona).

Las muestras estándar y problema se determinan por duplicado y se

distribuyen en la placa de la siguiente forma:

Columna 1: La denominarnos EoS: en ella sólamente se añade dilución de

conjugado.

Columnas 2-4: En ellas se añaden las distintas diluciones de las hormonas

estándar diluidas en el conjugado.

Columnas 5—II: En ellas se añaden las muestras problema diluidas en el

conjugado.

Columna 12: Se denomína EoE: en ella se añade dilución de conjugado.

El tapizado de las placas para la reacción de competición. se realiza
añadIendo 50 pl de tampón de EM en todos los pocillos. despu¿s se añaden 50 pl

de los distintos reactivos siguiendo la distribución señalada.

Las placas se sellan de nuevo con panflíiTh se t~P~’> Y ~<

a -temperatura ambiente, en la oscuridad.

145



Y Separaelda de las fracciones dc láonnos.a libre y unida a ¡os
adsorbidos ea la fase stllda. Se realiza mediante el volcado de las placas. se
cfccrnan cir.co lavados y las placas se secan perfectamente, are-les de ate-t1~t ci

sustrtt lo.

4’ Ádlclóa del sustralo y del eromógeno: El sustrato utilizado es el peróat

de hidrógeno (ll~Oe- 3SYYc. ¡10 vol) que se diluye en tampón se-zatrate-e-, ci que se le
nade sae-se-hita el cromójeno, ortofeniléndiamina dihidroclorbidro (Oil)) a un

ecacemracióa de ¡ mg/mL Esu mezcta se prepara media hora anas de saz
utilizada, se cierra her’m¿e-icaznente, para prevenir la autooxidnciósi y se ge-e-avda en

¡a oscuridad a temperatura ambiente. Se preparan 10 ml por placa.

Ea sodas ¡os pocillos de la placa se añaden 100 »l de la mezcla mwato-

cne-nógno- »etpats se vuelve a sellar con paraIilm. se tape y se deja rsaa*e-e-aar
a ¡ene-pe-rae-tn ambiente y en la oscuridad, durante una hora.

Si Lecsw-a de ¡al placas; Una vez pasado el tiempo de reaccida del tuse-rato.
se pece-cede a La Lace-sara de l,a densidad óptica del color desarrollado. Esta ¡catrE

se e-:eidkn ea un Lado! ae-e-ue-rAt,co ELISA (Eurogenetics), qe-e-e es de lacee-ra
ttme-nádca ¡o qe-e úatina el color producido por una possble reacción de loe-e-do
Ineapeelilca Los file-ros utilizados son ¿e 4SOyW) ant

AMAI ISIS HORMONAL D~ [LS MUESTRAS PRQOflEJflZZ

nLLfllmQInLA=UMALEL

Una vez pse-esta a pone-o la sóndea ELISA de Competición pan la
a de wratril-13 progese-erona y sestosmerona. se analizan las

de pIe-ema y le-qe-ido folicular de loe distintos ¡nepos de mbaalet
tu ate- Se-nilo directo sise- extracción previa de La ajete-ra, excepto ea el

ce-e-se- del ere-radie-e-le- 173 izo, debido a que, al sise-e-are-e las cose-cene-raciones de
esa - en el plan bovino. en el rango ¿e p¡e-copamos/rat se proilcee una

éTSa rasete-cía del resto de los conponenes de la wrsaesn darane-se ci
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,< use-isis Isonstial de las muestras de plasma

El primer paso consiste en preparar la muestra para el an4lisls. Para ello se

pcaiede a la desnaturalización ninactivación de le- proteína mediante calor, ya que
e-l ene-rolde no sufre ningún tipo de alteración a la temperatura a la que se produce
te- desnae-e-e-ralizaddn proteica.

Las muestras de píe-sin, une vea descongeladas, se coloca en una gradilla

y ea tnuode-tcen en una estttfa a óOt durante 45 minutos. Este tiempo es mAs que

stdente para lograr la desnaturalización de la proteína.

El estradioUl7fi se extrae de las muestras de pie-san con cinco voMaenes
¿e diee-il-tse,, bajo conlerne de nitrógeno, en ne-bce de crista] de lix 1W ma

El segundo paso consiste en la dilución de las muestras de plasme en la
tole-ación de conjugado. Todas las muestras se nne-liana por dupbcado 103 jal de
pkasma se añaden a tubos de ensayo. de cristal, dc 25 z 70 mm y su dissnkas en

103 sI de conjugado y homogeneizadas culdadoaasmnte con le ayuda de un v&5n
se- 50>14* esta dilución se tapizan los pocillos de la pinos. Los extintos de

plasma se preparan de ¡a misma forma. El tiempo transcurrido, entre la tlhe-clde
de Las muestras de plasme- en la solución de conjugado y el tapizado de las placas
para el desarrollo de- la reacción de competición, no debe ser superior a 10

ntinlce debido a las variaciones de absorbanda observadas en la detern*sadte

de una misma muesn con la consiguiente aberacíde ea la repeslbllídad de Da
t&ssica de aatliá (Zarco. 198»
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2’ AnálisIs hormonal de las muestras de tiquldo folicular

Las ¡nuestras de liquido folicular sarnbi¿n sufren un proceso de Preparación
previo al análisis. La composición del liquido folicular es distinta a la dci plasn,s

y 5W componentes (proteínas yotm sustancias de elevado peso molecular> paeder.
interferir en la determinación de las hormonas esteroides~ al wdrw
iaespecttlcuncnte con el anticuerpo adsorbido en la fase sólida. Para evitar ¿sin.
se suele realizar la extracctón del esteroide con ¿ter de petróleo, pero cose-e-o ya

hemos indicado anteriormente este mátodo es laborioso. La extracción se se-usdne-ye

por una dilución del liquido rolicular (1/100) en solución salina al 0,85%. Cuesta
dilución se consigue evitar la interferencia en el ensayo, de las sustancias
anteriormente mencionadas.

La dilución del liquido folicular se debe efectuar con mucho ce-Me-de-e-e- con
el fin de conseguir una perfecta homogeneización de la muestra. Despvts se sigue-e

Li misma metódica empleada en el análisis hormonal de las muestras de plasme-.

VIL. PROCESADn DE SLe-SQLUQQL

1’ PROCESADO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL

ANÁLISIS IIORMONAL

El procesado de ¡os resultados obtenidos del análisis hormonal, de las

msatstrM de pIe-una y líquido folicular, se realiza con la ayuda de un software
disuado especialmente para e¡lo en el Depanamento de Informática de la

Universidad de CMikrnia. flavia y consiste att
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a) Trazado de las cunas patrón.

Se realiza enfrentando en el eje de abscisas las conccrnracle-ynes ese-tildar

de cada una de las horrrloaaA yenel eje de ordenadas La relación E/Eo x 11>1, es
decir el porcentaje de unión de las muesiras estándar con el neekuerpo.

Estas curvas patrón sirven de referencia para el cálculo de las concentraciones

t~rnto,ales de las muestras problema.

bí Calculo de las concentraciones honnonales de las maestras de plaema
y líquIdo folicular.

El ordenador calcula las concentraciones de las muestras problema tomando

cose-sa, referencia las curvas patrón. Pata expresar estas concentraciones esa las

unidades correctas es necesario la Introducción de un factor ¿e corrección, ya que
las muestras sufren distintas diluciones.

Las concentraciones de progesterona y testosterona se npnta.s ea ng/ml
tanto en plasma como en liquido folicular. Las concentracIones de ernradloli7ll se
exprc.san ea pg/ml en sangre y ng/ml en liquido folicular.

e) Vslldaclóa de la técnica.

Se realiza mediante la determinación de los siguientes parttLnetrer

£scsi&idat se estudian las reacciones cntUdsS de ¡os attkWt$5 en
tetintos esteroides, como ya hemos detallado anterIormente.

PreclsiM, e-. renetibilidad: se determina realizando el cálculo de frs
coeficientes de variación intra e inter-anilisis, para lo cual se ease-plean

concentraciones conocidas, altas, medias y bajes, de cada una de Las hwnaas y un
nómero determinado de muestras probleniv

¡4$
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y
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- 5 pg/pe-x,lto. 50 pg/p4)cilto y 5(y) pg¡rw<~c-¡l1e-, Se realizan dieZ

determmnadctes por duplicado, de cada concentración dentro de tzfls

m¶4na placa, repiti¿n-dose el mismo análisis diez días consecvti,-cs.

• Se determinan por duplicado 20 muestras problema ¿¡Q ni’t,~ da
plasana y 10 muestras de líquido folicular seleccionadas nl nne) esa

ntrna placa, el mismo análisis se repite diez días consecutivos.

se desern,ina calculando el porcentaje de recuperación de le-as
muestras de concentración conocida para cada hormona.

se determina de dos formas:

• Mediante el cálculo del limite de detección valores medios de En.

menos 2 E.5.M, en ocho ensayos consecutivos (Abraham, 1975>.

- Mediameelcáodelanóndelasormonaqueca~ el
-50% do reducción del valor de unión inicial CEO>. (Van Weemen y

Selistura, 197$).

2’ ÁJNALISIS LiTADISflCO:

LI análisis ese-adistico de los resultados se realizó con el programa BMOP:

itlomsedlcal Dita Prograsa’, en el Centro de CAlculo de Somosaguas, 12CM. Se

deternvlrt Mstlieis de vañazsza. para estudiar la distribución de las variahl-e-s
estadlsalcas y 1CM de d&rertcáa de medias, para comprobar que tos ¡nipas e-de
aunan esate-dio y las diatimia variables poseen diferencias, euadlsticaznenic

sigaltleativas, pan aif poder realizar el estudio de las correlaciones y el análisis de

lS-O



Las ~atiablC5estadísticas analizadas vn:

# N~ de animal.

# Grupo animal.
# ConcentraCIOfl~5 plasmáticas de estradiol-123. progesterona y

testosterona.
, Parántetrot ováricos: peso. longiwd y anchura.

# Situación del ovario: derecho o izquierdo.
# CaracterísticaS foliculares: a de (oliculas, tamaño de follado y

vohnnen dc liquido folicular.

# concentraciones de estradiol’128, progesterona y testosterona en
líquido folicular.

le-sl



RESULTADOS



1.• PROflUCC~< Y CÁRAaERIUCION DE M~TlCUERPOS
POLICLONALES FRENTE A ESTRÁDIOL.I1D,

PROGESTERONA Y TES1’OSTERONA.

~l titulo de anticuerpos desarro¡lado a lo largo del período de inrntwización

ea ¡os seis conejos. determinado por LUSA FIS., se encuentra reflejado en las
lvi. Canto se puede observar, todos los animales desarrollaron unos £2-e-y

ane-isueros con unoS títulos lo suficientemente elevados como para ser pswflados - •e-e-e-

y wacurlzados. a partir de los 90 días de inmunización, alcanzando su pico 7»

rróMw> alrededor del 4.5 mes de inmuriiraciótt La variación Individual es muy -

cacdente, por lo que para el desarrollo del ELISA de competición se seleccionaron
¡as anticuerpos de los conejos 1. 4 y 6. El resto despu¿s de su purttle-cación y

-caíateriflclófl se liofilizó, alniacenándose a -20’C. e-te-

La especifIcidad de los anticuerpos policlonales producidos frente a las tres
¡amonas esteroldes se puede observar -en los cuadros 1. II y [II, donde asti - e-t<j~

JA
rdejado el porcentaje de reacciones cratiadas que presentan los tres anticuerpos

*frodos para el ELISA de competición.

Las pruebas realizadaS para determinar la dilución de anticuerpo óptima ea

el Ele-ISA de competición dieron como resultado las siguientes diluciona j
¡

• Antkestradlol-I7L 1/2e-OOC. e-e-

• Antl.prfltStCTOOa If4.~.
0k>
4

• AntI.testosterOt1t~ ¡/6.000. ‘e-A
3>
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GRÁFICA V.

TITULOANTI-T.CONEJOS.

¡

2

1,6 —

0,5

o
84 10-4 224 264 25.7 244

[31/Jo • 1/50 1/160 1/500

158



V’#TuLo~u-TCONEJO6.

¡

GRÁFICA VI.

“e

84 10.4 ni 564 244

[11)110• 1/30 11100 1150

2

1. 5

15-7

15-9



CUADRO1.- REACCIONES CRUZADAS DEL ANTICUERPOANrI.E2.llp

(Cntiejo a0 1)

ESTEROIDE REÁCCIONCRUZADA (%)

Estradiol-17fl 100,00

Estradiol•llg-ÓCMO 130,00

16 Ceto-Estradiol-l7$ 16,70

6 Ceto-Estradiol-l7fl 20,00

2 Hidroxi-Esíradiol-17~ 8,74

do Hidroxi-Estradiol-17g 12,30

Estradiol-llfl•3 benzoato 3,28

Estrndiol-17a 0,05

Estrona 0,50

Estriol 0,05

Progesterona •c 0,01

Testosterona 0,10

Corílsol < 0,01
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LI3ADAO IL’ REACCIONES CRUZADAS DEL M’sTICUERPO ÁN’TI-P4
<Coewjo u 4)

L$TLROIDE REACCION CRUZADA (%)

Progesterona 103,03

Ile n~1rc~xtProgesterona’l¡HS 110,03

1 lo-Htdrcw--Progesterona 14,03

1’?a-Hidwxi’Progesterotla <0,01

Ztfr.Hidroxi.Progesterona <0,01

=0A-l’tidroxi-Progesterona <0,01

1’ epeadksna 21,73

Etradiol- PB <0,01

<0,01

EstrIol <0,01

re rce-aserona OAÓ

McI <0e-0!
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CUADRO III.- REACCIONES CRUZADAS DEL ANTICUERPO AN’fl.T
(Conejo a’ 6)

ESlEROIDE REACCION CRUL&¡M t%~

Testosterona 1(XNtfl

Tessosxerona-3CMO í~xtx>

Sa-Dihádro.testosterona 20,00

5P-Dihidrotzstosleron-

Audrostenodiona 11,56

Androstertodiol 3,543

Androsteanlona 321

$o<&rtdmta,a.3a. llj.diol 1,00

Se-Andrmstaa-35. 17$•,tol OtO

Epitesloaterona a, 10

EstraM-4i78 <0.01

Luna <0,05

Esartol <0,01

Pnagesterúna 3.74

Canisol 0,05
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t (e-UJACITRIIJ1CION UE LOS CONJUGADOS PEROXIUASA (ImP)
ESTRADIOL-l1N,PROGESTERONAY TESTOSTERONA, e-e- 3

- l>ecermlnaclén de la incorporacIón molar de las hormonas erteroldes a la

cari a: e ra relacie-in se determirió mediante el m¿todo de 1-Iabeeb <1966> y las
‘a, e-oms encontradas fueron las sirhientes: e-e-

3>
• Conjugado estradiol-llp.l{RP: 1,2:1.

e->

• Conjugado progesterona•HRP: 0,86:1.

• Conjugado testosterona-HRP: 1,3:1. 41
‘<e-.

‘3
• [)etermlnacldnde la actividad esulmltlca después de la conjugacída: se
~,inámediante el m¿todo de Joyce et al. (1912> y dió como resultado la

re-—pere-wón de un 70*, 85% y 90% dc la actividad enzimirica inicial, en los 6.e--re- srpdos de estradiol-17P, progesterona y testosterona, respectivamente. e-e-e-

¿e--
Comportanilento de los conjugados en el ELISA de compctlcldne- este

~e-w-e-ores crítico para una puesta a punto óptima del método. Los resultados fueron ~e-e--e-—-.
le-O

‘Conjugado HRP-cstradsol- IVA: 1/20,000. ‘3 -.

e-e-e-?
• Conjugado I-IRP-progesterona: 1/40.000. e->

e-y..
e-e-

• Conjugado ImP-testosterona: l/6O,0~. e-,- -.

e-e-

>4
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It. TRAZADO DE 1.45 CURVAS PAWONDE ESTRADIOL-lla,

PROGESTERONA Y TESTOSTERONA.

Las curvas patrón o estándar se trazaron cori ayuda de un sofra-are eMpece-al

(Depanarnento de Informática de la Universidad de Davis. USA>:

# Curvas patrón para la analítica hornwrnal se-rnjpñre-ea: (irMe-cnt VII,

VIlly IX.

# Curvas patrón para la analítica hormonal folicular: Gráficas X, Xl y

XII,

1 Curvas parrón para las reacciones cruzadas con los de-stinare-e

asteroides: Gráficas XIII, XIV y XV.

¡<>4



G
R

ÁFIC
A

V
II.-

Curva
patrón

de
estradtol.í7n

ea
sangre

ue-4

-e.

-4u
;

-1
e4e

4
.



G
R

ÁFIC
A

V
II!..

C
urva

patrdn
de

progesterona
en

sangre.

-4
-

-4
-

-4
-

—
—

-4
-

.4
-

—
s

s
s

s
e

c
~

C
C

r-
‘o

-e-

eeeeee—
4

-3
ee-4e

-
eee-4eee-4ee-Ee

e.e—
E

-4
.

e
e

e
,,

<~a

166



r

G
R

ÁFIC
A

IX.-
C

urva
patrón

de
testosterona

en
sangre.-e-

.4
.

4
.

.4
,

.4
-

-e.

-e.
4

.

e-2
*

.4
.--

EE

‘~1e-e-e->
te

-
e

->

e-e--
e-ye-

1e-j

e-e->
e-le-
s
)

e-e
-(e-

e-4/te-
e-e->

te-»

Ke
--le

-
e-e-

-<e-E>

2‘e-
e-

-«4
¼

e-
‘e-

e-
<37
e-’)
e-It,

e-e-e-je-
e-e-e-e-.

.
—

5e-ye-,
4

/

Ee-4

E-4

u
-

-4
a

--
e

e
e

e
a

~
e

a
a

r-
~

O
L

O
•

C%
3

4

I6
1



G
RÁFICA

X.-
Curva

patrón
de

estradiol.17IIen
liquido

folicular.

4
.

4
.

-e.

-e-

-e.

.4
-

4
.

ua-4-4

168

e-
e

-e
-fl



G
R

Á
FIC

A
X

I.
C

una
patrón

de
progesterona

en
líquIdo

rolícular.

.4
.-.

4
.

4
.

-e-

-e.

.4
.

-e.

-4
.

4
.

3Eu-4

-E
e—

E

-E

e-—

re
-

¿e-e-e-

~
,e-e-.
e-,e-l

u-4e

e
e

e
e

a
~

e
e

e
0

%
e

r-
O

L
O

—
~

e
a

-~

169



G
R

ÁFIC
A

X
IL.

C
una

patrón
de

testosterona
en

liquIdo
rolícular.-4

.-

4
.

.4
.

.4
.

-4
..

-4
..

-4
.-

.4
.
A

-

eee¡-Iaeeu
;

e-IEe-I

-Ii-4e

170

s
e

e
e

e
e

e
e

e
C

C
r-

so
u->

c~>
<.a

-E



<M
E

lC
A

X
III..C

un-a
patrón

de
reaccIones

cruzadas
de

estradlol-17fl.

eaa

-
u

-e-

4
.

-e
E

4
.

-4

4
.

4
.

•1
a

.4
.

—
l

.4
.

-u
-4

4
.

171



G
RÁFICA

XIV..
C

urvapatrón
de

reacciones
cruzada,

de
p

r~
e

-~
ie

-~
~

,

4
.

4
.

.4
-

-4
.

4
.

4
.

4
.

-4
.

4
.

4
.

11Ee--4

-E
-4

t

a
-.



G
R

ÁFIC
A

XV.-
C

in
a

patrón
de

reaccIones
crinadas

de
testosterona.

4
.

-e.

4
.

.4
.

4
.

-e.

-u
e—

4

.3
—

4

‘e.

.1
~

-e.

.4
.

4
.

e
--

e-e-‘e-l

‘‘164.:

e-e-t/

qe-
e--e-e-
e-—Ii

e-e-e-

44>4-4
be-
4

<e
-J1-

Li

C
C

C
C

C
C

C
C

C
C

C
C

C
C

C
C

S
O

<
>

<
‘4

4
173



Mr-.--- -----«re-

- ÍA~e-4( ~ ~ le-AS <.~O” e- NIll A 5 MS PI&s~¡dii ?4. 1 10 ¡ t (T~Aal$t

1)1, le-Sf’RAI>1OL-l7J. &kt>t,kStEflO\e-s. Y flST(>SflSt(>%,
4

Las e-:e->e-,-e-e-re-:e-re-a<-e-ce-e-e-e-e-re -,‘sMe-e-e-re-alt¡ras fe-4e-ce-s!are-e-e -dcce-e-e-ts ¿e-cre-e-te-te -e-e-e-e-&e-e--e-e-e-e-e-e-c

ce-e-gte-ce-e-e-e-ran re-e-ce-:e-i«e-e-Pae -en¿e-e-s ce-e-e-se-Irne -dcl,e-nce-ce-,

-\&tttiA$ ION DEL lUNA DE CO’tPE7fl(’ION PARA LA Dí rutt1IN«e-~4N

1)1 ESThA-DIOUI7B. Pl~OGEiSTE-R0NA1 ttS’l0STl RON~,

- Pe--ede-We-n y tcte-ee-re-¡e-iíW-ad: te-e- de-ctere-e-e-e-e-e-e-e-e-, rve-ce-te-are-e-e el caLe-e-s¿e-e -dc ¿e-ye-e-

ce-e-c-ttre-ce-e-,e-cs de-e ~e-e-xe-nge-4ne-e-Mt-a e intcr-ce-’e-e-e-ae-e-,e-

e-le- (V~ Dav,e-we-e-e-3e-n t-ilar/rncdlie -1(1*4

Le-te-, e--e-e-e-*¿e-re-ae-e--e-cs e-la ‘e-=e-r-e-ae-ne-trt dc It e-1e-e-e-e--te-e-¶raM cre-e-are-e-Mar pve-e-b3e-e--e-e-e-e-a,

de-e-e-e-’ e-s¿e-e-e-e-e-e-e-e-e-de-e-n ~orace-e-da e-e-e-e-e-a de 1-as ‘e-e- e-e-e-e--e-e-e-ve-e-, e-e cngvee-áe-rae-s rcte-c~e-e-e-Me-e-e-e -te-e-e-¿e-e-e-e-

ce-e-Me-ye-e-s IV. V e- VI.

• Le -‘5te-e-te- ¿e-e-e-e -pe-:e-re-nce-e-e-e--qce-de-~cvpcrage-e-íe-n te--e- e-e-e-e-le-e-s ¿e--e-e -cae-e-e-e-e-ae-e-e-e-e-iiae-e-e-e-3e-e-

e-e-e-e-e-e-—e-iare-e-e-e-s cre-e-e-e-n crí 1*5 cl ‘15% (Pe-.Ot$>,

- %e-cs¡~itle-1ade- se de e -e-de tice-s fe-rn,a~

• Lían •
• e- e-

174



Cuadro IV.. Coellelentel de varlacldii Intra e lnteranAllsls para ELISA
de con,petlcl6n de esiradiol. 17$.

MUESTRA

(e-s~10>

C.V. INTRA-ANÁLISIS

(%)

CV. INTItR.ANALISIS
(%)

5p5/podllo 4,3 6,5

SOp¡)poce-1¡o 3,5 4,8

5~,g/pocs!lo 2,8 5,5

plwtu 5.2 U

1. folicvlar 4,8 5,9

rs



MUESTRA

(un 10)

C.V. ISTRA.ANALISIS

(%)

CV. INTER.ANALISIS

5p~/pxelto 4,6 5,2

4,1

5«~/prwit4o 3,2 4.0

pl sosa 5.1 6,2

fe-lictske-r 4,4 5,1
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Cuadro Ve Coeficientes de variacIón intra e tateranglísís par-a ElISA
de compeltelón de progesterona.



Cuadro Vb Coeficientes de variación Intra e Inter.anAIlsls para ELISA
de cotnpellcldn de testosterona.

MUESTRA

(it~lO)

C.V. ¡NTILA.ANAUSIS

(*)

CV. (&TER.ANALISIS

(‘A)

Spg/pocillo 3,7 4,2

$Opg/pocillo 2,1 4,5

S60pg/pocillo 3,1 4,2

plasma 5,8 U

1. folicular 5,3 6,5

V



4 <mt FStm-t<te-iSFsPtA SM AlIGAS DE

PRO5,FSIÍROSA‘a 1ES’IOSTERONAA tO te-ARGO

[III. CILlA) ESTRAI., EN le-A 5

~c dcwre-e-e-e-e-e-e-ate-:e-e-, las ce-e-rla,e-lYle-rie-e-e-5e5 pIasrre-áte-e-cas de las res he -e-re-e-e-ge-e-e-e-za

e-e->nie-4<e-e-le-A ee-e-e-e-e-e-le-e-e-¿ e- >4k p-e-e-e-ge-e-e-tere-e-se-a, tee-,e-e-e-s2r<e-e-se-a, e-ce-cV-vs ie-e-e-e -dina&.l re-g ¿e-> ce-e-e-e-al

e-le-- r’e-e-e-e-e-e-~a e-le -e-s6 de- e-e-e- ce-:e-e-re-e-e- re-e-e-e-> e-e-e -(e-e-e-e->e-e-l e-, re-e-e- el f¡ re- e-le ale-dar e -e--e-e-je-e- e-e-le-e -e-te-e

e- e- e-~e-e-e-e-e-.>.e-e--je--e- re--a e-nie-e-Le-e-Le-r e--e--’ e- e-- e-,e-e-e--e--~e-e-e- —e-qe-e-e---

¡e-e-e-e-e- -e- •,e-• e-e- ‘e-e-~e-te-’e-e-e-e-’ e-e-e-e-e-~e-e- e-le-le-te-e-s ere -e-e-e-dae-Ee-e-.at
de-e-gre-e-e-,e-e-e-e-e-e-L’e-e-ve-e-e-e-te-e ee-’e-te-ne-’re-rre-e-wrerce-entadas en te-a (irAn-van 1. 2, 3 y 4 y ¿e--e-n

e-ale--e-e-nt tia ce-e-e- wse-.ae-e-Cie-i-M e-l-etan tres b<e-tnv>te-tS esterre--e-5e-ae-e-arve-lteadas.rde-ee-ae-3>as ce-’.

¿e-e -ve-le-e-la1

Ile-.



GRÁFICA 1.
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GRÁFICA 2.
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GRÁFICA 3.

{CONCEM~CIONEsDE TESTOSTERONA<‘ng/mi). 1
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GRAFICA 4,
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TABLA t-. L<}NCESTRACIOSe-ES PLASNIÁISCAS DE PEQULSITRONA,
Es’TRADIObtMfi Y TESTOSTERONA DURASTE EL CICLO ESTR¿L

(MEOtA * LS.M.)

1)14

—

20

FR OCAS TU OfitA FSTL4DIOL.JZS

~~g/mJ)

lzs-rcsnRc»u

1,09* 008 usní 1,56

o 1.t~ ±0.55 9,56 t 0,36 1t5 ‘Jis

5 5,381009 6,39±021 248±0,45

2 5,43±040 5,~±0,28
3 1,64±023 122±0.14 234±0,30

4 2.54±0.19 4.34±0,15 1.44±0.13

5 238±0,27 5,37±0,t7 o,7s,cys9
6 358±0,64 1.71±0,23

7 3,22*0,56 3,92±0,09 2,72±0,64

•

•

547 ±0,48 &7fi±0,tt 4.87±1,38

e,oí±0a1 544±0,13 3,16t~4S

6,28±0,53 4,92±0.11 2,30±872

It 631*039 332±04> 0.43*0»

ji 6,44*0,43 5.SttOe-03 0.94±0.39
15 6,34*0,38 4~73±0,M 141±MI
Id 642±4,34 521±0.53 2$1±t73

LS 5>5±0.40 542±045 344±0,44

¡6 448±0,29 530±0» 4,24±040

II 3,94±031 540*0.14-

WtO,tS

2,45±0,34

ti 2.18±031 148±031

ti 2.18*021 Wt03-4 046±023

20 0,99±0.12 15,79±632 UltOe-12

O 1.14*0.09 0.42±046

1,28*0.14 512±0.13

2 1,72±041 324±045 2,72±0,31

3 248±016 543±0,89 3,98±048

¡$33



TAnIA 2.. M[DLA ±lLsJt. 0*. lAN VARt LBLES LSTAt>Iflt<2Qe-

AY AuLA 5) AS

PROCESAN (o~/nJ¿: 2~s ., 0.2

TESCTOSAY tn~/mJt: 5,111 e-

PtSOON’A <a): Ve-e-> 059

LONGÚVA cii> 454 t 3M

&NCltte-OVA (mm>: 2117 (1*56

NTOtitt,L ¡2$? e-

VOUe-7IEN e-ne-tV 0,57 e- <>31
ncg;ESrO cg/mil-: tO$M e- 5e-.fl

tSrRAFO pg/mW 153,14 e-
9te-O

TEsTOnrt> (»I/~I~ 3t29 Une-

LP 0,0$

<S

TAitA le-’ NtWtA * ES}4. DE U}S PAIAP.IETROS O~ARtCW

ANALtZABOS SECVN U SrTtACION DEL OVARIO.

OVARIO OVARIO

DERECHO lWt’tTiRfr)

rn<XWA<e t 08±Oe-ZS

LONGffi’A tina) 1531 ±0,43 32,52 ±ce-sIo
£NCIIIJOYA (nne -a535a 031 ±Oslo
NYO2.SCUS. 13,25 e- 5,05 lZj$> e-e-

VtIWMEe-’4Wa11 0,nt±Q4Z 045±0,030

Pn>031<t~aJnfl tOQ.54 e- 722 502.11 e- 7Ifl

tS-flAFOL¡/M> 174.48*5540 I~158 e- 1 4<10

~.73e-2,fl 3”~st2e-se-4
Ú0p4 •p’Oe-OU

610 me-e-
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TAIILAS 5—ls.. TEST DE DIFERENCIA DE MEDIAS DE LAS VARIÁB¡L>

ESTADíSTICAS ÁNALILADAS SECUN EL GRUPO ~NlNUí.

PROCESAN (ng/mí»

cl a
— — —

¡ VI Pl P3 Pl— — — f
ffi_

-~ —

(1 2 0 2

Ci 2 4 2

Pl 0

Pl e- Q

Pi o
— — ——— — —

ESTRASAM pg/ml

— — — — — —
Cl Ci Pl Pl Pi ¡‘4

— — — — — —
CI o O O O e-; o

Cl Q e- Q

ci O

PI 0 2 o

Pl 0 0P

Pi o
— — —— —

TESTOSÁNj ng/sal

— — — — —

cl (:3 PI I’Z Pi PA

— — — — — —

Cl 0 o 2 0 0

— 0 0 e
Ci O O

Pl 2 0

Pl
Pi

—

—

—

—— —

— — ——

o
O

—e-~P<O,L0 •p> J,uI



PESOOVA~ E

— — ¡ 0
— ~n — — — —
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— — — — —
~ PI Pl Pi P4

— — — — —
Cl O O e-~ O

cl o o o o
pl o O O

Pl o O

pi

— — — —

ÁNCHUOVAt mm

— — — — —
cz PL Pl PJ 1>4

— — — — — —
Ca o o O O O

o o O ‘

‘1
PI o o

o1>2

o— — —

Cl

o

PI

Pl

Pi

Cl j PI

o -¡

Pl Pi PA
— — — -

o

o

o

o

o o

o

o ¿ o

O

Op< 0,05 4 p> 0,01



SF0LICtIL:

a PI Pl Pi P4

O

O e o o e-;

11>1 0 0 0

¡‘2 ¿___ a o

1>3 o

‘OLIZ!ENt así

— — —
Cl PI Pl 1>3 1>4

a e e o o

e e e o

Pl e o o

o o

1>3

e o

Qp<O,O5 •p)0,01
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—1— I• ~

pROCESFO ng/nsJ

0 0 0

a 1>1 [ Pl Pi P4

r~r
FILPl — t ~ 8—
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02 Pl Pl Pi 1>4

— ——
¿_____

o ¿ o e e

——¡ o

CI 8 e • o
Cl 8 e 8 0

Pl e • o
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—

‘ltSTOSFOs ng/mt

— — —
(:2 Pl Pl Pi P4

- ——
CI O O O O O

Cl 0 0 0 0

Pl e e o
PI e O

1>3 0
— ae-p<(2.05 8 p> 0,01

C1(n)s29:C2(n)uiO;(:3 <n)=10P1(n)s.356;P2(n)~l11:P3(a)#134:P4(n)e-slC
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TABLAS 55.24.. CORRELACIONES ENTRE IIOR3IONAS SANGUíNEAS Y FOLICSJLÁRES
SECUN ELCRSIPO ANIMAL

SRe-lO (1 u-
— — —

— — — — -
no’t&A.’ OS

flnost~ x

-4%

tj,~o CO

nno1•’3 lfl 4J1— ~= -
‘O
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~1t

cono O flOCO±~ UTIAMJ< flStM,aO PtOOtMe-O LSTMO ?WOU

- ———

floc,~., -os—. u,

Mfle-cM.~ ny.” 0%

1~.=—-.Itsn.~ Is~ 1%“oc—onflAm
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TABLA 25.. CORRELACIONES ENTRE HORMONAS SANC,UINLAS Y roua’uatts
SEGUN EL TAMAÑO DE FOLICUI.O

e- ~
‘1 rS

pc.ntLtu nxttc’i
7. e-e-.

————
Orn e-yr ~

— .j&. j~zt. or~
.fl& E2~fl... .J~L.... .A&.Z......

———
— J~
A2~*fr.. ,2~.... .S&....... “‘ .fl2L.... “e-”

a ~ ~-

— msa 1,4’ SM
..~.. .n2~&. .ii......... ~

•3,— =9

——
e-.1

o’.”
—
—

—

—

“0%E.
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TABLA 16.. PORCENTAJE DE mttcuws NP ATRESICOS Y ATISESICOe-e-q
TiPO ¡ ¿fl/P4) SEGUN EL TAMAYO DE roucuto.

TAMAÑO DE rOLICUW % FOLtCUWS KA 1 FOLICUSCE A.

TI 793 20.7
TI 54,0 464

73 SaO Sta
74 34! —

)30
— tU

¶75
76

TQTAL 5V - 4<1,7

W(24fl504.

TABLA 27.. PORCENTAJE DE FOUCIJW~¿ff>ATRWCW Y A1RZSCCO
TitO HEZ/TI SEGIJNELT CtJlO,



TABLA 28.- PORCENTAJE DE POLICSII.OS NOATREStCOS Y ATRILSICOS
TIPO 3 <El/PA + T) SEGLYN El. TAI.SANO DE FOLICtJW.

T»tAÑO DE FOLICUW % FOLíCULOS NA % FOLICLe-tsxs A

24,5 719

25,0 75,0

TI 51,6 82,4

Ti 45.6 5*4
TI 12,7 213
n 0.0

TOTAL 37.9 624
isiLtcrMot
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TABLA 29.. PORCENTAJE DE FOLíCULOS NO ATI&ESICOS Y ATRESICOe-S
TSPO e- (EI/P41 SEGUN EL GRUPO ANIMAL

GRUPO ~ rOLICUIOS HA * FOUCUt.OS A

CI 45.4 58.6
CI 50,0 nO

PI VA 62.2

Pl 59.5 44.5
562 AtA

PI 80.0 2<1,0
TOTAL 44,0 56,0

a “ Y» tan.

TABLA 30.’ PORCENTAJE DE FOLíCULOS NO AlUSICOS Y ATRESICOS
TIPO 3 (El/PA + TI SEGUN ES. GRUPO M<SMAL

¡97

‘1.9

ji
e-e-

,e-l

14

-4-
e-44e-

4

e-e-



TABLA 31- PORCENTAJE DE FOUCUWS NO ATRESICOS Y ATRESICOS SECUN
LA SITUACION DEL OVARIO <DERECIIOjIZQIJSERDOI

Y EL TIPO DE ATRESSÁ <5

OVARIO DERECHO OVARIO tZOLIFe-RDO

% 4 (Pl 430
%NA <si 570 54,9

% A i~l 63,9 66,2

%NA <cl ¡ 36,5 itt

.fl!21..........
(E2/PA+T)

%A<n) 70.0 YA]
%NA <ml [ 30,0 253

298

a • Ss en—



GL4FICA xVh RECTA DE REGRESION KW ESTRADIOLFI7IS SANCUINEO
SOBRE PROGESTERONA FOLICULAR
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GRAFI~ XVIlz RECTA DE REGRESION DE ESTLADIOL-In t~YGUtNEO

SOBRE EST1LADIOL.I7fi FOLICULAR
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GMFICA xvlIli RECTA DE RECRESION DE r,STRADIO[,17ft SANGUINEO

SOBRE TESTOSTERONA FOLICULAR
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GR.AFICA XIX: RECTA DE REGRESION DE PRC>CESTERONA SANGUn<p~
SOBRE PROCESTERONA roi ICUL4.R
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GRÁFICA ~OC>RECTA DE REGRESION DE PROGESTERONA SANGUíNEA

SOBRE ESTRADIOL.17fl FOLICULAR
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GRAI-IcA xxii: RECTA DE REGRESION DE TESTOSTERONA SANGUíNEA
SOBRE PROGESTERONA FOLICULAR
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GRAE¡CA xxiii: RECTA DE REGRESION DE 1TSTOSTERONA SASCu¡v¡>~
SOBRE ESTRADIOL.17fl FOLICULAR
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GRÁFICA XXIV: RECTA DE REGRESION DE TESTOSTERONA SANGUINEA
SOBRE TESTOSTERONA FOLICULAR
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DISCUSION



1.a fisiología del ciclo reproductor de la vaca es compleja, Existe una van

cantidad de mecanismos que intervienen en la folieulog4nesis ovárica, la selecd.5n

del (oílculo ovulatoñó y la atresia del resto de los rolículos. Hoy en cHa se conoce
la existencia de (adores mira y extraovdricos, encargados de la regulacidn de todos

los fenómenos anterionnente mencIonados, aunque no lodos ellos hayan sido aún
detennifladOs (lreland, 1987; Lacker et al., 198?a,b;GreennldyTerranova, J98&

Tsafriri, 1988; Tonena y diZerega, 1989). Se sabe tambián, que otros partnelros
como la edad, la raza, alimentación, ew. <Rajalcoski, 1960; Staigmiller et u., 1982;

Chesworlh y Easdon, 1983: Polman et al., 1983; Maurtase ec al, 19<5) pueden
influir en la regulación o en el desencadenamiento de estos fenómenos. Sin

embargo, la explicación final de todos los mecanismos citados, que culmina con la
ruptura del folículo preovulatorio, no es aun bien conocida en su totalidad (Fonime
ce aL. 1988; Savio es al, 1988; CIníher el al., 1989 a, 2>; Duiancoure, 2991; Roche

y Boland, 1991).

Han sido muchos y muy variados los estudios que se han realizado en esta

especie para el esclarecimiento de estos mecanismos, con uro resultado muy

heterogáneo. El papel que juegan las hormonas esteroides en todos estos proceuos
es fundamental, por lo que un van numero de estudios han sido dirigidos hacia la

determinación de los momentos y mecanismos en los que ñiteivfeuti ¿5W
hormonas, para lo cual se han analizado sus concernraclones en sangre pedf¿dc*
y/o en el líquido folicular de los folículos antrales del ovnlo. abarcando todos los
tamaños de folículo y en las más variadas situaciones flslolóleas del ciclo

reproductor de esta especie (ciclo estral, gestación, parto, periodo post’pnto. ele),

con resultados asimismo desiguales (Rajalcoskl, 1960; Cboudary st al, 196t
England es al., 1973; Dieleman es al, 1983; lreland y Roche. 1983 a, ir, lCruip y

Dieleman, 1985; Spicereí al., 1986; Savio es al., 1999).

Sin embargo, son pocos los autores <Irelarid ci al., 19?t irelaad y Rock
1982, 1983; Wajters es al., 1982, 1984 a. 1’; Mcflatty Cf ~Llflt Wlse. 19<1) ~toe
han cuantificado paralelamenie las concentraciones sanpftteasyfoliculoxesde csw

hormonas esíeroides, para determinar las posibles correlaciones existeates tun los
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acontc&ttfltOS que se producen a estos dos niveles simultánea,neníe. Estos
estudtos son incompletos, puesto que generalmente determinan ~ o dos de estas

hormonas a ambos nwele~

Por indo ello, nosotros hemos determinado las correlaciones existemes ~y~.j<

tres hormonas esteroides. perlenecientes cada una a un tipo functonl ácimo
(estrógenos. prqestA<enos y audrógenos), como las más principales que
intervienes en ti ciclo reproductor de la van: Estradjol-l7t, Protes¡emu y

Tes*osaer<mz con el fin de comprobar su relación con los mecanismos que se
producta en cl ovario: desarrollo y aucija de los follodos, relación tamaño del
frIlotIo y concenuaeiones hormonales sanguíneas y foliculares; correlación con los

parámetros ováricos tales como: longitud, anchura y pese; coro parámetros
talicula¡es tales corno el tamaño o diámetro de los (oHculos, <1 vOlumen de los
mismos y el isómero existente (total y por tamaños) en cada ovario,

No se han incluido, ea <sae estudio, las posibles correlaciones existentes

entre la presencia del cuerpo lúteo en el ovario con los niveles foliculares y
sa»plneos de las hormonas esteroides. debido a que en los días del ciclo estral ea

los que sc encontraban las hembras seleccionadas, este cuerpo lúteo ya «a

- te inactivo. lo que se comprobó al realizar el anúlisis estadístico de
tus multados otetúlos en las hembras que presentaban cuerpo lúteo, y al so
existir diferencias íigni&advas enire ¿swyel resto. Tampoco se ha estudiado la
itmeacia que el kllcsúo dominante del ovado ejerce sobre el resto deles foflculce

aneroles, ¡si sufre las concentraciones sanp Incas de las hormonas este roides. debido
a los contusos resultados aportados por los distintos autores sobre este tema

(MeNatty u al., ¡964; Brasmeler u aL, 1961; Pierson y Girnber. 1987 a. b; Savia
etal,1N&Gimhuetai, 1989a,b).

EJ dueño de la experImentación se llevó a cabo de acuerdo con el análisis
qn se iba a realizar (BMOP) siguiendo las directrices del Sistema

daSemesaguas 1.1CM. con el fin de pod« obtener unos resultados

nnaaejaksles. para lo <ml se planificó cuidadosamente la elección
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de cada variable bíOlótiCL Ya se ha sefiniado en el capítulo de nasertal y us*wdan,
~ k«ma en que sc han elegido citas variables btológns sin embargo, nos pareos

~raponazaerecordar de nuevo este proceso, ya que a lo largo de rite aplaalo,
&acvnreffl los criterios en los que nos hemos basado para la - -, -- y

desanollo de nuestra experña.eatzción~

Las variables biológicas utilizadas, como vnrialdes estadtsttcu fact

15 <3n.po animaL por eda¿frs, controles y pet.*ena, pxondenta.

24 ParámetroS osticoL longitud, anchura y pesa

3A Situación del ovarioc lado derecho e kaquierdo~

44 Parámetros fobculana¿ tamaños o diómetron, Smern, vok2nma de
liquido folicular en cada categoría.

6’ PerfIles hormonales de estradlel~l?I~ propaSaron y nosecron ea

— y ‘~““ ~

de selued&t deJ~,ptljgs4~flflSNtULfláSL

La población fue seleccIonada al ant, pero Siguiendo unos criterios
deterrnkssados.

En primer lagar. sc tuvo ea cuenta la edad, cuso un factor de iduencla
decisiva en las ,esultados de nuestro estadio, con cilla de si
cambios signIficativos ea la fuadonEad o¡tñca.

Las hembras fueron divididas ea tres gn¡n Tenas (*4:6 mases da
e4deim$beres>;Noti(ddla3ah5U«~<>YVn de6Unu
adalame>. Cta esta clasifleacién se obtuvo un muesara de la

4
4
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plación que con mis ¡recuenan. se encuentra ta los matn4ews, ~

autores consultados uWinn hembras de edades sin’Álar<s. bien procedeuces del
matadero o de una explotación conocida, aunque generalmente no incluyen en el

ntn,o esuto anmaks de todas las edadet

En las hembras impúberes. y por lo tanto funcionáneate inniaduras, los

distintos autores han determinado los niveles de estas hormonas ea sangre
penUrica (Swanson es al, 1972; Gonatiez-Padilla <tal,, 1975: Scbams es al.. 1981;

Dobles y Lmonpatau8a. 1986; Dodson <tal, 1988; Bierley es aL, 1981; Pesen y

LII, 1987). Ea los osarios de las hembras de este pvpo de edad, obtenidos ea el
matadero, se observó una población de folículos natrales de pequeño samá>,
cu~m niveles hormonales en el líquido folicular no han sido estudiados, par lo que

nos pareció importante incluirlas dentro de nuestro estudio.

Ea segundo lugar, se dispuse de una población control, de procedencia

conocida, la cual no había recibido ningún tipo de tra,an*nro hormonal. factor

determinante para los resultados de nuestra experimentación y desconocido ea las

hembras ¿el masadero,

A ¿os de estas hembras se les analizaron los niveles sanguÍneos de las tres
hormonas esteroides mediante EUSA de conipealdón. a lo largo 4< todos los dÍas

del <ido <gral. durante dos ciclos completos (Mata’: y Durnfonl. 198& Meyer et
aL, 1940). Cosi ello se consiguió un obJetivo muy importante. la validación 4<

testeas t&nieas de análisis bcumoni en el pluma de esta especie, puesto que los

valores obtenidos culncidlaa con los de otros autores, tanto ea la edad, canso en la
rus, usando RIA y EL& como Ucnicas de análisis (Clarverick es aL, 1991; &tsams
es nl, 19T7; Doblen, 197$; Vn es al,, 19124 Mantel y Convey. 1983; Wal±eusy
$cWlenberger, 1984 a. b; Pesen. 1985; $challenbergcr et al, 1983; Doblan es al.,

UIt Marcas y L>cr,Uord. 1968 CElA» Meyer es al., 1990 (EA)>.

212



La resalmdoa de estos aMI &s que se encuentran Mf*4C’: n ~

t. 2.3 yC, wiadden con los de los autores señalados. lo que nos fMiet qn meara
cutúfl era pertecsamcntc válida para la determinación de ~. tu esranidn ea

el plasmo sanpfMO de esta especie.

la elección dt la población de bentras a aunlisar (<coral y te
re té nl azar, pero teniendo ca mesta la eda~4 cnn, ya hecte settada, y qn
entesheenfras no etnnna gesuaw. lo qn se rwloanh icqnato
toocsue4úca del aparase patita! en el masadero y uMlá ktmwt Las >aenfru

que dieran positivas a la determinación de gestación tamrun - de -
estudie, Por otro lado. el aMUé hormonal doras todos las ¿he del <Ido, orn
unté para la <intención de las hembras que so iban a casl~ ponto que se
<Irensé que sodas ellas sc eaamtrnea ea el muino enados dxi ciclo <sural gua que

los reroltados obtenidos fuesen hoa¡o$n Nuestra . <mt ¿a nno
<nulos cntesios de lrelaml <tal. (1919.140). Kriop es al. (19651 Esasmeler es
aL (19611 Iptaer y Lan, (19V) y Y/Las es al. (1ff?), nkaéwats ca el ataco

odelosf&ialospresatesnelóstttioy&aqartta& .

y
cuerpo lúteo, a ¡o largo del nIdo estro1 da la Se *gterm tas hembras qn se
erannban ea tase ¡ultimen tardÍa, 0~n marpo ltltet te efe
anuo y Las que se encontraban ea fase Mutar.

1~
1

CMos autora sso sienes ea cuerna este tIlia <titulo, IbietáSa a nsger
<varios al ant procedentes de hembras adutW. no ¡flUfles - te

1962, fiushmeyer <tal, 19<5» sIn embargo, y debida a la - qn pone el

estadio del ciclo <sin! sobre tos que se han a andar,
‘yque este tipo de <lución no tiene alapsa valieSes, edre aedo Iran <a

detexeienaciéa de la asresla folilcssW.

Las hembras <casal y problema se dhUle,a ea srm sepón It <dat

jivacas, novillas y tensarn
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Desgraciadamente. no pudimos disponer de terneras control para plasma y

varios, por lo que el estudio de las correlaciones encontradas en las hembras

control y problema no sc pudo realizar, en este grupo de edad, nt que a nivel
san~eo.

EJ pupo de novillas problema se subdividió en dos, puesto que procedían

de des mataderos áúntot

La comparación de los resultados obtenidos en las poblaciones control y

pwblemaa no se encuentra reflejada en la bibliografÍa, dato que coasideranios de
suma importancia, puesto que como hemos señalado anteriormente, el control que

existe en los mataderos españoles sobre el estado bormonal de los animales es muy
pobre, por no decir que nuk y los resultados obtenidos en estas hembras pueden
at ser los conespondientes a su edad y estadio fisiológico. por un tratamiento

madecuado de las mismas,

Criterios de selección d< los nnAmetros ovAri~j

la parámetros fueron seleccionados teniendo en cuenta los siguientes
criterios, relacionados con las correlaciones que se Iban a estudiar posteriormente
y de acuerdo con la bibliografía consultada. Se midió la longitud y La anchura de

todos loa ovarios utilizados, elsalficándolos por pupo de anima] y localización (lado
¿trecho e Irqiserdo) (anexo). tos distintos diámetros foliculares se determinaron

tunado la media de dos o tres rndidas, en la intersección de un folículo con la

superficie del ovario (treixad st al. 1982), Otros autores, que describen un estudio
otoriologico rata detallado de los ovarios, realizan estas medidas o bien mediante

secciones histológicas de los ovarios, coz análisis microscópico de las diferentes
cops celalares que constituyen los foLículos astrales (Rajakosld, 1960; Otndasy
ea ah 19%» o bien mediase una disección de los folículos anuales bajo un

54. - (Knñp y Dielemnri, 1982). Este tipo de medidas está dirigido
hacia la determinación de la atresia folicular mediante criterios morfologicot Al
tu 5<t Se nuestro objetivo, consideramos la medida enema de los diámetros
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loltalatts como un criterio lo suflclentemttlte riguroso cano para dmdir Ion
teila*ot de nuestra experimentación ea varias categorías según sus tamañas o

Los folículos antrales que hacen prominencia sobre La superficie ovirica se

han cLasificado basicajutate en tres cate ¡orlas ~ pequeS’:, medianos

y grandes. Las limites entre las tres categorías son muy variados según los autores
(Xrutp y Dielornan, 1982; Dieleman et al, 1983; ¡reInad y Rache, 19V a, b BeLa

es al, 1964; lCnzlp y Dieleman. 198$; Splcer y Vn. 1987). Otros autores clasifican
los Mítulos astrales por su voltmten. deduciendo mediante una Minada
w.asernltka que relaciona ambos ttrmlnói, el diámetro (<hadar (Hendtnoa es al,

í’112). Corno, al finaL el resaltado es el mismo y este método es mis comprtcado,
nl analizar sin número muy grande de follados elegimos el primero por ser sSs

Nuestra intención bÉla] fue la de determinar los niveles hoamoales ea
cada follado lndMduslmeate. pero ¿sto no fue pasible debido al poco ululan de

liquido folicular que poseían los folículos pequefitis. por lo cual fue necesario
randas o realizar u poolt de liquido follaalat te, wt se rett
separadamente según It situación del maño (lado derech o laqaleirdo), u

caso se mezclé el contenido de los ¿os <satine. aunque existe gran Suero dc

que sí lo hacen (Baglead ea al, 1973; ¡reInad es al, 191% Heasdersoz estÉ.
1912 lCnip y Dielemta. 19fl DicInsta es al, 1983: Itt y As. 1944; Buhmeyer
es al, 1915; Spksr et aL, 1911), ileso, desde antro peso de ~4ata,es — pan
error, puesto que It fwsdoslidad endoamon de la dos ovarios es tIntinas, prIsa

cual, los remirados que se obtienen no se nfra a la reddmt

La elaaIficaclón que hemos usUrado pan el desarrollo de nuestra
expeuttnentación se encuentra reflejada en el materia] y asdiodes. utudldeést 6
tamaños foliculares. Puede estrañar la presencia de les blíciás TI frS mm»

puesto que los folículos TI y fl están induNa en este tananfio, Sin embargo. esta
clasificación se realizó en función de poder deterutar ha
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hormonales en el mayor número posible de folículos individuales en los distintos
tan’flas, ya que ea algunos casos el volumen de liquido fo’jc’flar de los follados
fl era suficiente como para ser analizado separadamente. En otros casos, el

número de folículos TI y 11 presentes en un ovario era insuficiente para ser
analizado por separado, por lo que se introdujo una tercera categoría dentro de los

fo&ukA pequeños.

Cada tamaño fue analizado estadlsticamnente por separado y wtno total de

la población folicular de los distintos gurpos de animales. Con estos tamaños se
realizó tawhi¿n el estudio de la arresia folicular, mediante un criterio de

cásdlcacióo endocrina, que sen discutido mAs adelante.

Se determinaron, tambi¿n. las correlaciones existentes entre niveles

hormonales sanguineos y foliculares y el volumen del líquido folicular obtenido de

cada folículo o ¡nipa de folículos, como otro factor posible de correlación,

AnUlÉ hormonal de las muestras de ~na,e y línuldo folIcular

.

U elección de la técnica analítica que se vaya a emplear debe realizaste con

meoaislado puesto que de ella va a depender que los resultados de nuestro
nadie sean realmente vAlidos y alcancen los objetivos propuestos.

Nase una gen variedad de técnicas de análisis de hormonas esteroides; ala
seárgo, el desarrollo de las técnicas Inrnunolólcas, desde hace aproidmadamente

tesas tres décadas, causó asta verdadera revolución dentro del mundo de la
er&crinskgia (¡Lis y Gould, ¡984» por lo que su utilización pura la
determinación de éstas es cada vez mayor en todo el mundo, quizás debido a sus

- quelas confieren pandes ventajas sobre otras técnicas analíticas

Dentro de las técnicas Iamuao~4gicas el radloinaunoar,Alisis $IA) ha sido
la estrella. desde qn en 1949 Abraham desanoliaae su ensayo para essradlol47fl.
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~inetáargo. esta técnIca posee una serle de graves inconwnisntet la corta uida

medie de ni reattWOS. el pequeño adinero de Isótopos q~ae se piredea ~ ~ ¡a
p&ttcn. la realización de esta técnica entraña riesgos reales sobre la saBud~

aknt, la radiación puede causar datos e incluso La deisniccide dc las moléculas
de las hormonas marcadas: la auton,atlración de la técnica te dificil debido a sus

earactertsticns,la iafraestnicturt y el equlpamitntO~ necesarIos pan desarrtfin eme
atésodo, son excesIvamente caros. neceslitadose un personal altamente ad! lado

y rr OIúsno. el uso, distribución y eliminación del material radiactivo, tul sujeto,
¡eneralmente. a unas medidas de seguridad cay estrictas ya ana infrastrsrctura
de la que no todos los laboratorios pueden disponer (Schunrs y Van Wtemee. 1%O~

ltind$ahmny st al, 1911: Blake y Oossld. 1984; TUesto. 1983; Manto yLaaiq, 19%»

Por todo elk en las des aldinas ¿¿cadas, se Ma dnatmhdo una serle de

ensayos Inasunolójicos, no Isotópleos. para It detentación de hormonas
esteroldes, sustituyendolos Isótopos radIactivos por ceras untaseis untadoras; de
tal manera, que las técnicas multases renca todas las ventajas del PUA, avisando

sus grandes hiconverdea sobre todo la udhlzacides de la rad$actfrtdatt Dc entre
todas ellas, los enzltnolnmtmoaslish (EtA) para eseeroldes que bldemes su

aparición a principios de La década de los setenta (Van We.emea y Sehere, 1972).
~anconstituido la más clara alternativa al RL¼al poseer una serie de venajast

sensIbIlidad. detectablhldad y especificIdad muy tinada la cayos cipidos y
simples, en los que no es necesario realizar un sratamtento previo de La zueca.

o en el caso de que se realice, no es complicado La t ea pude y
la evaluación objetiva. Es realizable lnJo eotdlc*óntt de campe. Me dste el

peligro de radIaciones. La vemtltldad de los antEsis puede ser
incrementada. debido a lagran variedad de entintan ya su pnpledae&ts e~ec¿fla,
El coste de les reactivos es rno,ubletitfltt barato yes una sUs media hp. El

eqalpañe ato requerido es relaslnaente barato y no se necesita e pna*
altamente cualificado para la realización de estas S&tiai CfUnest 1983$

A todo lo anterior hay que afla* que desde su aparteide. esa métodos no
sola le han utilizado en Investigación. sino qn han sido entecados hacia el
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diapésúco prActico, lo que hace que la aplicación de estas técnicas ce
endocri.aolora veterinaria sea muy interesante (Schuurs y Van Weernen, 1980>.

Una vez evaluadas y comparadas las wacíerisdcas de los métodos
de anñlisis hormonal, isotó*os y no isotópicos. nos decldanos por

estos últimos, puesto que eran idóneos para nuestra infraestructitra, además la

posibilidad de adoptarlos para pnzebn de campo nos pareció de suma únponsr.da
para la eridocrinología veterinaria. Dc entre todos ellos elegimos el ELISA de

conipetición en zuicroplaca (Muero y Stabenfeldt. 1984 Esta técnica ha sido

etripleada para la decenninaclón de todo tipo de hormonas esteroides en divanes
Suidos b¿olslgicot plasme. suero, niÑa y erina, en la mayoría de las especia
domésticas y en la especie humana (Dray et aL. 1975; Seeger es al, 1979; Turbes
et al, 191% Náno sí al, 1960 Riad•Fabmy es al, 1981; Sauer et al, ¡981; Tañan

a al, 19*4; Van de Wlel st al, 19Z 1986; Sauer es al, 1989 a, b), pero no se

conoce su aplicación para la determinación de estas hormonas en liquido foliodar
ca ea especies anImales, ni en humana. Por lodo ello, bentos puesto a punto un

ElISA de competición ea maeroplaca para la determinación de tres hermana
cuendas: essradial4lt. pr98eueron y testosterona, en plaszna y liquido fohwlar

Se ebgió la microplaca tonto fase sólida porque presenta grandes ventajas
frente a otras, el valuasen de amenas a analizar era muy elevado, por lo que al

cnuoiht 2$ asuras por — se consigue reducir el sienipo de ejecución de la
expeSlesflel& al sadltar valúmenes muy pequeños se reduce el precio de los

ensaya, factor que ¿atlas las condiciones ea las que se desenvuelve la Investigación

en finean pali, en ocasIones, es determinante a la hora de la planificación de un
etetidRo espeñmewk Al encusrazee una de kas fases del ensayo unida a la fase

só*du (arácoezp~ la separación de bu fracciones unida y libre es tencllltslena de
eluflL basta u sImplevolcado de la aticroplaca. seguido de uno o vados lavada
Pez tl*n la p~alS que se consigue en la niicroplaca es hgerarnesste

sapetar a la teusepada con otras tases asólidas (Burreis y Dawson, 19fl Win~’
eral, 1*60.
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Se desanollaron dos ensayos beieróktios y uno homólogo. En la elección

de t¿no si otro método existe pan controversia entre los autores. defensores y

detractores de uno u otro sistema, ya que los resultadas obtenidos son muy
izni~taret Algunos autores (Van Weemen y Schuurs, 1973, 1976; Ahuinesba y
t2yiey. 1978; Van de Wiel el al, 19*2, 1986; Satier el al, 19*6) sajan que el tito

de la hsseroióglt aumenta la sensibilidad de las técnicas de anásis, ya que a] no
ser reconocido antig¿tutanflte por el andcuerpo, el enlace que une el esterolde
y La encima, la afinidad de este anticuerpo por la hormona libre y conjugada es
similar. favorecIendo la reacción de competIcIón entre anta Un emabaqo, n

autores (Dray es al, 1973; Tarsishí es nL, 1977: Maurel es al, l9S6~ Marcas y
Darnfrr& 198&) señalan que la sensIbilIdad que se consigue ea un ensayo
siontlogo es la misma que en el heterólogo y que para disnÉnle la afinidad del

anticuerpo por el derivado estemide unido a la camina, Lo talco que se debe hacer
es aumentar la dilución del anticuerpo en el ensayo, con lo que además, con el

malsano volumen de anticuerpo se pueden realizar mis ensayos. Es marloto
comprobar (véase cuadro resumen en la Iatrodueclón) cómo ea el «aso de la

testosterona la mayoría de los ensayos desarrollados son bora&ps4 ea el meo del
nuactd-1

7* predominan los heterólogos, aunque en los tihianos atas la tendencia
se Indias hacia )os ensayos homólogos yen el caso de la progesterona las c~lniones
están divididas. Como se puede deduele, el problema sigue ata sin aclaras del todo,

por lo que ea nuestro caso, esta elección estuvo determinada tsadameawhnente
por la disponibilidad de obtener derivados esteroldes eonrdalmeato. para
utilIzarlos como bunanéfenos o ea el conjugado smimttk% debido a la

lnipotltldad de realizar ea nuestro laboratorio la súnesis de seuo. des*adcs

esteroldes. al carecer de la hsfruttruclura necesaria para ella.

Se desarrollé un ELISA heterólogo en el caso del estradM’lfl y de la
progesterona y un HUSA homólogo para testostetfla.

Los niveles sangufneos de esndlokl?fi era vacuno se utau alredeier de
lO pg/,nI (Meyer et al, 1990% por le que en el caso de esta y debátfr> a
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las posMes interferencias que pud.eran causar otros componenies de la muestra
(Blake y Goukt 1984> se realizó una extracción presta al análisis. que en el caso

de Las otras dos hormonas no fue necesaria, probablemente porque sto
wncensraooaes se sitúan en el rango de ng/mi y las interferencias se eliminan

mediante un simple pretratamiento con calor y una dilución 1/2 con It solución del
conjugado. Ea leche, se sacIe realizar la determinación directa de progesterona.

annque a]gvrsos autores también la han realizado en plasma bovino (Satnr es al,

19821 Van de Wiel es al, 1982, 1986; Marcus y Hackett, 1986; Prakasb et al, 1988);

sin embargo, la determinación de testosterona la realizan con una extracción previa
de la muestra (Marcas y Durnford, 1988). Después de una serle de pruebo
preliminares (que no se han reflejado en el capitulo de resultados) en las que se

cotaperó el ensayo directo con el extraldo, optamos por el primero, ya que las
diferencias catre ambos no eran significativas. Nuestros resultados, utilizando un

ensayo homólogo y directo se corresponden con los hallados por otros autores, y
entran dentro del rango aportado por ellos en hembra de esta especie, utilizado

ELIA (Mcflasty es al, 1984; Wise, 1987>.

El tipo de heterología utilizada ea ambos casos fue una mezcla de

heserolog<a de posición y de enlace (Van Weemen y Scbuurs, 1976» para el
innamógenose udliwoaEl.6CMOy P4.IIoHS y para el conjugado E2-ZHSy P4-

lan

La producción de los anticuerpos específicos frente a las tice hormonas se

realizó ea conejos, ni reunir esta especie bu condiciones idóneas para nuestros
propósitos (Ucll manejo, gran resistencia a las inmunizaciones, obtención ea un
corto periodo de inmunización de un antisuero con un título muy alto de

has específicas. fácilmente purlficables, obtención de una cantidad
suficiente de plasta para nuestra experimentación) y adaptarse perfectamente a ka

Is*aestmaura de nuestro Departamento.

la inamógenos utilizados se eligieron teniendo en cuenta las

wwfl&Ñeaa esneturales de las hormonas. con el fin de que la anúgecicidad de
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los mismos fuese la mAs elevada: EI4CMO. P4-lloHS y t3CMO y al ser

atinados las anticuerpos producidos con el conjugado, el reocíenmnnan

arniglnico del enlace que une el derivado asteroide a la mizan sea ÓW1.
aumentando así la sensibilidad del método (Exley y Woodhams, 1976; Gmwr y
<MalI, ¡971; Exley y Abukneslsa, t97& Pranek. 19*7; Tlefenaner et al, t%fl ano

ad>wames se utilizaron les de Frenad y en la primera inraunkzadtn u ndnizniwó
Insramuscularmente floMcWells penunis con el fin de potenciar la respaesta tarare
(Monto y Stabenjeldt, 1984; fljssen, 1915; Catty y Rnykueda?k 14*9>. La pausa de

Umaslradón seguida fue similar a la que trdliuan La ma>oS de tas rotores

(Qiadros resumen), mediante la técnica de Vaitukaftls (1971> o de iqenmses
Intradermicas mtltiples (véase dibujo 1 de la btroducciófl

La relación molar etterolde/prorefna de rodos los mm era de 23

a 30 resMuos de asteroide por mal da USA, peste que relaclates Molares
enenride-protetan ¡nferlom a ~t no producen la reeptierita futre atetada
(Mawender es al, 1973% El portador utilizado fue el USA, ¿eNde a que tas caejea

posan una especial afinidad por esta pialan (Keflle et al, 19151. dando ceuta
resaltado nos anticuerpos altamente específicos, aunque WickMip es aL (>977)

señalan que la úroglobmmflaa porrina es mM especfflca para tas nejas, e obstan
titules mAs elevados. Sta embargo, sólo estos autores tiSana este ponmfrry ose>

conclusión de su trabajo Indican que ka respeesan Individual ¿e los ea el
láser que realmente Influye ea ka enendón de títulos elevados de
poltáontles frente a aneroides, Se utIlizaron las adates lotes de

durante toda la lnmwtaclón a el fin da dtsmfrt, ala maedta ¿e ka
la vatiacido hsdMdual de la respuesta úmmWie de los aaimies <Forestes a. E47#4
tas dosis de inmunógeno adultatandas lúerssn en todas kas

ay boestera) de 1 mg (Muero y SIsbetifelda. í9&4~ Mlmro y t4~
19U), aunque ea este punto es dónde este una naá~ar florencia rauta ka Mutes

dna en los boeste rs, aunque todas se tintan ¿resto vid ran~ 54 axg~4 n3 &tsqn
no estA dezansarado de forma concluyente que el seco de estwalta lePen es
el resaltado de la Wlcklngs ea si. <1977>, tiSana natos cenadas
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y bentras ea la inmunización frente a testosterona porque afirman que en tos

machos adultos sic castrar se observa un aumento elevadtdms> en tas
concentraciones plasmttkas de testosterona libre, paralelamente ni astraento ¿al

ti teto dc anticuerpos. Esta testosterona sen uniendo a los anticuerpos pro dtos,
saturando parcialmente sus lugares de unión con lo que el titulo es menor Sin
embarge. nosotros no hemos encontrado diferencias en el desarrollo de la

inmunización dc nuestros conejos machos frente a testosterona con los machos
inmunizados frente a estrndiol.I7B y progesterona; en estos animales no se pso<$uce

It diuzimroón del titulo de anticuerpos alrededor de la séptima semana de

imnunizadón tal y como señalan estos autores, La explicación puede deberse a que
Las dosis empleadas por estos autores son Interiores a las nuestras, no reúnan

Inyecciones de recaudo @oosters) y el período de inmunización es menor. Bis
nuestro caso, al aumentar las dosis, realizar boosters y prolongar el tiempo de

es posible que las concentraciones de testosterona plasmAda libres
no astineten paralelamente con el titulo de anticuerpos, por lo que no se produce

la.saturación ames mencionada,

Se retaron astro InmunizacIones con ACE cada des semanas y cuatro
booaaers mensuales, los das primeros con ACF y loe <iltimos con Aif (Mauro y
Suberietd, 1984>. A diferencia de otros autores que sacrifican a los aninsales al

final de la Énn¶unlaactón (Dason et aL. 1918) nosotros seguimos manteaitndoloa
y acmahncnse se les administra un beoster cada seis meses con A~. con el fin de

mantener el título conseguido. La evolución del titulo de los ant*sueros se

determino mediaste ELISA fl$. Este método se isa desarrollado en cuesto

al carecer de la intraesaructura necesaria para determinar el titulo
de kas amicurpos producIdos por ALA. al Igual que Lo realizan la mayoría dc los

asares (eua’Ée resuman de ta introducción>. Como se puede observar ea las
gAlleas ¡VI, este evolución es muy similar para las tres hormonas. alternándose

el mAculo suMivan — el waxlo-qslmo aiea de inmunización, disminuyendo luego
bpnmnle. pan estabilizarse.

U ventaja del HUSA FIS frete a otros niétodos, es su sencillez y rapidez
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ile ejecución, comprobátidose un aumento ¿al título de ka ane$amtr una vn
parificados y eliminada La fracción de anticuerpos antiliSA. cesa aumento de! tftcia
es debido a la Interferencia que los componentes del plasme de cene» cusan en

el emayo (eáte una elevada concentracida de flbrinópno), ya que ano se pue4a

cumprebar. <tinto más alta ea la dilación map es el color preducído ti mayar la
medida de la absorbancU, Una vn eliminados estos wq~nemesea ka
¿e lea anticuerpos, se puede determinar mediante el mismo redando el val

de ¿ata Nosotros hemos fijado la dilución 1/Ma ca twa medIda de alurtaccia
de OS cuino el limite por encima del cml se puede empezar la partacias de los
anticuerpos producidos. Todos los an&ueru se cameusaron a puntar a partir vis
Isa SO ellas. fecha que concuerda con ka de otros autores (Nasliara es al~ mt
Foresc es al, ¡97.5, Exley y Abukoeshn, ¡97*; Muero y Stahefe¡dt ¡*4, Mano y
Lasley, 1988), La puflfleadén Se realIzó mediaste mu ca escitria
amónico saturado seguida de una díalisis exhaistra para .llmiou las ictus naUseo

(Ganey es al, 1977>, seguIda de It adsorción de le, AnsFewrpcs aat4tA
<Therneycroh, 19fl Mauro y Scabeufeld¡, 1934>, Una dikreuta ixqnns que
co,widne señalar entre ELIA y ELA es que en el peliner Metido se suele eSa el

anatemero sin purificar (Abraham, 1969, 1975>, rolen que — el sqnto~ la
enayoda de los autores realista la purifración Indios vetean de la
innducddn>, mis o incusos mmpl4a se¡dn les can u deteminas
el rndhulenw de los anticuerpos en mg/ml da pneeflu medivme el mtoé de

firavihed (1916); este método presenta una serte de ‘e~s,
laellídad y sencillez de eJecución, estabilidad y CnJS frute a ano
métodos utilizados ea la determinación de prcastuae <UNtos

eepectrototorstñcos. Lowiy, Ubres, etc. rtltcene, ISIS j);

La entactemacón de los anuoserpos producidas se lluvó e anón
la determinación de la especIficIdad, calculando el Pnatt* de maleas
cruentas que presentaban miemos antituerpos, es relaMe a

Comosepuedeohser.arenloscsadmLflyllLk
mesaras anecuerpos son eninhuas y se encuentran dentro del eanp qn tesalias la
mayoría de los autores (vénase cuadres). Estas reaccIones erutados se



w EUSA. siguiendo el criterio aportado por Abraham (¡975) Nra la
cancterizacittt de antisueros antiesteroides.

La segunda caracterización de los anticuerpos fue determinar su

practicabilidad en la ejecución del EUSA con esta determinación se sustituye el
cálculo de la afinidad del anticuerpo, que en cl caso del FUSA es diftrj~ de

calcular, además, distintos autores (Schuuxs y Van Wcemen, l9t6~ Blake y Octuid,
1984; Munro y $tzhenfeldt, 1934, entre otros) señalan que realmente este factor es

no de los determinantes de la sensibilidad y repetibilidad de It técnica de
deaerinlnación. Las diluciones empleadas por nosotros pasa el desarrollo del ELISA

de compeución fueron 1/ZOCO para el anticuerpo frente a El, l/4,~ para el do

1>4 y I/t~ para el de T.

La enzima elegida fue la perozidasa de rábano picante (tipo VI, HZ-3) nI

reunir Las caracteristicas idóneas para el desarrollo de nuestro método: estA
amente en los líquidos hológicos, posee elevada actividad específica, facilidad de

meJugadón a los derivados esteroides, a través de los grupos reactivos que posee
en ras niólteula, estabilidad y actividad. bajo las condiciones en las que se desarrolla

el ensayo (temperatura. pIL etc.) y, por ultimo, posee una arriplia variedad d<
cromógencas deponibles que desarrollan unas diferencias de color. sqtn las
concentraciones existentes en la muestra, que permiten adaptar algunas de bu
técnicas desarrolladas a la evajuación visual de los resultados, además de la

evaluación espectrototométríca. Por otro lado, esta enzima ha sido la más utilizada
por todos los autores que han desarrollado técnicas EtA para la determinación de

hormonas estatuidas (véase cuadros resuman).

Les derivados esterosdes utilizados en la conjugación tueron esuadiolilB

311$, progesterona 3050 y testosterona 3CMO. los das primeros cumplían los
reqataieos para el desarrollo del ELISA bate rólogo de enlace y posicióti. con el
S* ttconcirniento núg¿rnco, por parte del anticuerpo, dcl lugar dc
w*apcióa. con el consiguiente aumento de la sensibilidad y con el últl~

<arta, n4ante It dismInución de la dilucido empleada en el ensayo homólogo.
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se ccnslpv¿ tantt¿r1 aumentar la sensihiMad (Hosoda es at, 19851.

El método de we»&atión utilizado fue la meada atidrL ~
se~tM14I púr Los distintos autores (vénase cuadros monten) para con>4a1 dez1ndo~i

esaerosdes a La peroxidasa. Cott este método, se evita la entre las
msMoslu de saxtrus que se produce al utat~zar el método de la cnrtnlzindda

(%ner es aL, 1912 b~ Blake yC>cmid. 1fl4>y su readtanitnto, que se sitila alrededor
¿el 20% (KáakOfL 1910) es más que sufIciente Merada, sal y como adala Sar
ce al <1989); la eficiencia de los otros métodos de co*gndtn CHES y CD» para

la pewndasa es pobre.

Las relacionas molares nwott/ertdtfl que se bao utilinde midahanate.
han sido en todos los casos de » 1, ea el fin de ccse~idr usan incorporad6n

molar Mt derivado asteroide a la enzima afretados de 1:1, que se seésla corno
itidana para conseguir trae reacción de cotnpetldón en las meWes endIclorias
<Van Wccrssen y Schuurs, W5~ Masaeyef y Ferrita. 19fl Mann) y Siabeafeldt,

lfl4~ Marotas y Dtarnford, 1%t leer es al. 1959 a>.

¡ita nnugadt>s se purIfIcaron nediante DURé exharastiva seguida de sana
yl4iltraeitótt en Sephadex <103. Eme método es el más miRrada pan ka
ptrri±lndónde los coaflados. El Sephaden 043 posee unas earaeteflfl*ai que
haca posibLe eliminar todo el derivado ceteroide que no haya quedada> anido a la
entinte y qn tnter<etlrla pofletlolmeflLte en el ensayo. Mpuos arares (Abuknetta

y Edq. 1911) realIzas además una cromatopufla de afinidad para ehmknar la
enána que no se haya wnflada Van Weemea y Saben <>972, 1916);
desarrollaren un método de pauifradón de los cn*pdOs ea el apte Fa y

ge1~fihiart6n eran segadas de mes nlncensrtaptón de gradiente 6< densidad.
ca lo que la fracción enjugada quedaba perkttanwuts separada ¿e las tres

(asteroide y tenían>. Retos ¡los pocedlmlentot usase asesarías en los esteayos de
freesó$ida,paestOqUlafrMSttdeefl~ no u e cosu~
simple lavado <Mimo y Sstestel& 195’>. y sal se slmpilflea este
proceso ele purlflcacitzt

225



La caracterización del conjugado se llevó a cabo siguiendo las paulas

marcadas por otros autores (v¿anse cuadros), deserminindose los siguientes
par6nxetrosz incorporación molar del esreroide a la enzima, determinación de la
actividad enuinttica después de la conjugación y practicabilidad de los conjugados

ca el ELISA de competición o inmunorreactividad.

La incorporación molar del esíeroide a la enzima se determinó mediante el

método de lfabeeb ([966), modificado por Fields (1971), ante la Iniposrbslsdad de

realiza, esta determinación por RIA y al ofrecer el método las garantías suficientes
de ser un método correcto para conocer la incorporación molar (Tijssen. 1983),

aparte dc ser utilizado por un elevado número de autores (v¿anse cuadros). Las
incorporaciones molares & nuestros tres conjugados se encuentran reflejadas en el

capitulo de resultados y oscilaron entre 026-1,3:1. lo que como se comprobé
perfectamente les confirió la Inniunorreactividad adecuada,

La determinación de la actividad enzimática post-conjugación se llevó a

cabo mediante el método de Joyce u al. <1977), modificado por Saueret al. (19E6),
dando corno resultado unos porcentajes dc recuperación que oscilaron entre el 70-

90*~ porcentajes que se sitúan dentro del rango obtenido por otros autores
utilizando métodos similares <Van de Wlel et al.. 1982, 1986). Con la actividad

eminsádea recuperada queda asegurada la estabilidad de los conjugados, siempre

y cuando las condiciones de conservación sean óptimas, durante un periodo de
tiempo prolongado.

La practicabilidad del conjugado, en el ELISA de competición, es el Indice

de la inmunorreactMdad que posee ese conjugado. No existe un criterio uniforme
entre los distintos autores sobre este punto y como sc puede observar en loe
cuadros tesasen. prtctlcaxneníe cada uno utiliza una dilución distinta, siempre y

cundo, al validar posteriormente el método, éste cumpla las condiciones de
repesibilidad requeridas. >4 igual que en el caso de los anticuerpos. podemOs decir
que este punto es deterininsate para la puesta a pauto y validación del método

ELISA que SC esté desarrollando, Como sustrato de la enzima nosotros uttliwttcn

226

~6



}~p~ y como cromógeno OPD~ esta sustancla produce una coloración que varia del

sanállO al naranja, pudiendo incluso realizar una de mación visual cualitáva
de ¡cts resultados. Es estable durante horas y produce una rópido desarrollo del

Por último, sc establecieron las condiciones bajo kas ataJes se Iba a

desarrolla! el ensayo. La adsorción de los anticuerpos a los pocillos de la

nMropia~ se llevó a cabo mediante su diluctn en apa purificada <pR’ 7). lO

bern a 37C <CoU, [988),La mayoría de los autores realizan asta adwrc~n con
ursa solixión tampón earbonato.blcaitbOttato dc pH 9At 16 botas a 4’C (Vn de
Wieí et mi, 1982, 1986; Munro y Stabenfeldt, 1964; Minoro y Us1ey~ 1984 Otros
utilirsa soluciones tampón de acetato de PH 4~5 <Saner fl ~ ~9$~Mareas y

Durnforat 1916) por producir un aumento de la sensibilidad, Nosotras, dwu¿s de
resinar mnnerosas pruebas preliminares, adoptamos el ¡aMado de Cdl (1988). al
comprobar que se reducía sigxtiflcativawfltt el color inspcciflco de fado, El

votamen de anticuerpo que se adhirió a los pocillos fue de 160 pl, ultandana

dIlación que correspondies¿ a 0,5.1 pg de protefna/IW pl (Vas de Wtel ea al..
19661. Con esta cantidad de protefaa se consigue tapizar pedeciamertte la mpeutlele
de los pocillos, aumentando la repetibilidad del sallisis. Alguna anotes stalin
un resapizado con una solución de USA (Sauer st al.. l9t2~ Van de Wle& es al..
1962, 1986; Marrosy Hackett. 1966); sin embargo, nosotras 910c5%

paso disminuís la repetibilidad de nuestro ensayo (tal y ceno apartan 114
Blake y (3ovJd), por lo que lo eliminamoS, ndtu$nddo pat la utilizaSe do una

solución tampón fosfito 0,OIM con un 0,1% de ISA, ea It rttts de

omapetición. que impide la adsorción lnespecifkt del con>spdO eSS*0 * los
lweco? que pudiesen baber quedado sin tapizar ¿oc la solución dc antlSty4 att

los pocillos.

La reacción de competición it llevó a cabo ea dos bosas a twa
de 20 ± 3’C y ea oscuridad. Hay que sefiaw que temperatufli snrtlwt iMt

producen una notable disminución de los valores de abiorlaflela «un >95).
Otra posIbilidad que se intentó fue It sehlada por Matosa y liaáett (1980 qn



realizan la reacción de competición a 4t con un aumento en el nnd¡mlento de la

mieras. Nuestros resultados preliminares no concordaban con los de estos autores.
por lo que optarnos por la temperatura ya indicada.

U tiempo empleado en el tapizado de la placa con la solución de las

n~uestrasy el conjugado no superó, en ningún caso, los ocho minutos. con lo que

las dilerencias entre los valores de absorbancia de las filas Eo inicial y fina] se

encoustraban dentrode los rangosapuntados como aceptables (Munro y Stabenfeldr,
19*4; Marcus y Hackett, 1966; Van de Wiel et al, 1966 y Zarco, 1988); una

reducción muy gande en estos valores de absorbancla bublese influido, de grao
manera, ea la repetibilidad de la técnica.

La reacción enzinuúca se desarrolló a temperatura ambiente yen oscuridad

durante una hora, y no preciad del clásico frenado, debido a que la lectura se
realizó en un lector automático que completa, la lectura de todos los pocillos de

la placa en lO segundos, por lo que la variación en la medida de absorbancla entre
el primer y último pocillo de la placa no es significativa.

lii Oblato paso ea la puesta a punto de la técnica ELISA de competición
para las tres hormonas esteroldes determinadas, fue la validación de las técnicas.
es decir, la adaptación de la técnica de determinación para la muestra que se iba

a analizar. plasme o lSquldo folicular. No cáten unos criterios establecidos
une ate para la vaMaclón de estas técnicasde determinación honnonat

sin embargn~ como se puede comprobar en los cuadros resumen, todos ellos siguen.
prtc*amente, los mientes,

Especificidad de la técnica de determinación, que como ya se ha señalado

anteriormente dependerá ea gran medida de las características del arnicbcrpoy de
mi tetina que sea capaz de dIscriminar la hormona que se esté deteratinando. dc

otras que puedan estar incluidas en la muestra. La especificidad de las técnicas

puestasa puno eseS r*~ada en los cuadros 1,11 ylfl de porcentajes de reacciones
qn presenta los aatieuerpos producidos en nuestro laboratorio,
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0sprobftndose que estos porcentajes se encuentran dentro de los aportados por

otros autores (vúnie cuadras).

La precisión y reproducibilidad de nuestras té’~ae de naMiets berrnorasi.

sedeserralnó por el cálculo de loa coefIcientes de variación ttra e imer-ns~o.
que corno se puede comprobar en los cuadros IV, V y VI no superaron en ningún

caso el 7%, tanto para las muestras de plasmo ¿<>~,~ de liquido foLicular. La
exacutud de las detertninaciOtles en cada Ucmca se comprobó con la detern*ridn

de los porcentajes de recuperación de concentraciones conocidas de cada una de
las hora,onM. obteniendo en todos los casos una recuperación del 85 al 95%, Toda

ello, está de acuerdo con los criterios aportados por los distintos autores (Jc~’e ci
al, 1971; Rajkowsld et a]. 1978; Sadeh el al., W79 Gros ea st. í9a Jnlti st aL,

M3; Munro y Stabenfeldt, 1964; Ohar ci al, 19*3; Marcas y DarnWd. lflL
Meyer et al., 1990).

- Para el cálculo de las concentraciones de las tres hormonas en pinas y
liquido folicular se sraaarott las curvas patrón o estándar aun a cada

sana de ellas, tanto en pItezna como en liquido folicular, para lo w» se empieua
dtttsntas drludones conocidas de cada hormona, según el liquido biol¿rco que se
analice. Tampoco existe un criterio uniforme catre Los autores es cuanto a el ranp

que debe cubrir cada técnica ELISA, por lo que cada ano debut adaptar su curva
a sus necesidades (véase cuadros resumen>. Con estas curvas patrón se pudo

determinar la sensibilidad y el limite de detección da cada téenia Corno se pnie
catiniprobar en los resultados (¡rUcas VII.XV). la sensIbilidad al 50% dc arta y
los limites de detección varian en cada caso:

Lstrsdiol-I7B:

J~gjgma: el limite de detección es de 0,3 pg/pocillo y la si
50% es de 0,33 ~/potih (GraSa VI».

el limite de detección es de 5~3 p~/j~*k y la



sensibilidad al 50% es de 93,62 n/pocillo

(Gráfica X).

Rencdnn,~s cn,zadn

:

el limite de detección es de 4,5 pg/pocillo y la
sensibilidad al 50% es de 195 pg/pocillo

(Gráfica XII».

Piqesterona:

kplnmi: el limite de detección es de 3 p¡Jpocillo y la sensibilidad al
50% es de 5912 p/pociflo (Gráfica VIII).

En ~ Enlimlar

Rp%rt’inaas ctii~adat

el limite de detección es de 6 pg/pocitlo y la
sensibilidad al 50% es deiS p¡/pocillo (Gráfica

XI>.

el limite de detección es de 5,9 pg/pocillc y la

sensibilidad al 50* es de 223,75 ptjpoctllo
(Gráfica XIV).

Teesesteroas:

Etjm~a elhmitededetecciónesdeó,6pg/pocilloyíasensíbiudadal

50* es de 83,17 pg/pocillo (Gráfica IX)

el lfmite dc detección es de 6,1 pg/pocillo y la
sensibilidad al 50* es de 81,7 pg/pocillo

(Gráfica Xl».

el limite de detección es de 5,9 pg/pocillo y la
sensibilidad al 50* es de 223,7 pg/po<illo

(Gráfica Xfl

no
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Todos ellos se encuentra» dentro de los llrrutes señaindos por los destinos

autores <véase cuadros resutMn> por lo que podrmss afirmar que todos l0i5 tfon~cat
~ktdodas.son aptas para la determinación de estas tres Licrrawzas esraroidos, en
plzasma yen fl~srldo tO&UIU bmino~ pudIéndose determinar ~$4n las renoclana

~na4as que los anticuerpos producidos. patean frente a caos esterrades.



Análisis de lng resniradosobtenidos

.

Una vez estandarizadas las técnicas de análisis hormonal se procedió al

estudio estadístico de la población de hembras seleccionada.

En las tablas del anexo, están reflejados los resultados individuales de todas

las hembras utilizadas en el estudio, divididas en los grupos ya aludidos. Se han

recogido los resultados de los análisis de las tres hormonas esteroides <estradiol.

170, progesterona y testosterona> en sangre periférica y en los distintos tamados

foliculares presentes en los ovarios de cada hembra. También están recogidos los

parámetros ováricos <peso, longitud, anchura, a0 de folículos y volumen de cada

uno de ellos>. Con estos resultados individuales se realizó ci estudio estadístico con

a>uda del programa LIAD? (fliomedical nata Program).

En la tabla 2 están reflejadas las medias (±E.S.M> de los parámetros

hormonales y ováricos, determinadas en la población de hembras estudiada.

Las medias de las concentraciones sanguíneas de progesterona, estradlol-178

y testosterona se encuentran dentro de los valores fisiológicos aponados por los

distintos atitores pan. los días del ciclo estral en los que se ha desarrollado el
estudio (Stabenfeldt et al., 1969; Hansel y Echternlcaznp, 1972; Wetteman et al,,

1972; Schams et al., 1977; ¡reInad cí al., 1979; Wise et al. 1982; Hansel y Convey,

1983; Peten, 1985; Sehallenherger et al,, 1985; Dobson y Icamoapatana, 1986).
Como ya hemos señalado anteriormente, las hembras se seleccionaron siguiendo,

fundamnernalmerne, el criterio de Irelanó el al. (1980> y como hemos podido

comprobar, el valor de progesterona se corresponde con el aportada por £5105

autores, de tal ferina que las hembras se encontraban ene’ final de la fase rn o en
la fase IV de su clasificación (aproximadamente días 17-20 del ciclo), por lo que la
elección de la población de hembras en conjunto, es totalmente válida.

Las medias totales de los parámetros ováricos (yeso, longitud, anchura,
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r&orosro de folículos y volumen de cada tamaño folicular), no pueden ser

comparadas con los dc ningrin autor, ya que están incluidas hembras dc distintas
edades y los autores consultados o bien se limitan a hembras de una sola edad, o
sí incluyen varias edades. no determinan la media total de la población (Reoca y

mraer. 1938; AsdeIl eral, 1949; Rajakoski, lQóOt Aboule$adle es al, 1974: Ireland

es al, 191% Mera et al.. 1981; McNatty ~‘ al. 1984; Dubio» y Kamcr~patam, 19*6>.

Con las medidas de las concentracIones de las jamonas aneroides

foliculares también sucede lo mismo que con los paitaetros ov~ricea. los distintos
amores separan por tamaño folicular y edad la dereortinadón de a
concersrraclones (Ireland et al. 191% Brilla ci al, 1914; Bushmeyer et al. 14*5;

Briden st al, 1986: Portune el al, 1488). estando los valores de nuastre estadio
dentro del amplio margen fisiológico establecido por éstos.

En la sabIa 3 estÁn recogidas las medias (±E.3M.) de todas las variables
ováricas arsallzadas, segó» la situación del ovarIo (derecho o tzquierdo>. Con eJes

se ha reaMando un test de diferencia de medias y como se pude observar los
valores de las medias de las concentracioneS hormonales foliculares sólo son
sisptiflcaslnmente diferentes (pc 0,05) en el caso del estras*ol-llt que presenta
valores más elevados en el ovario derecho, por lo que en lineas generalas se puede

cosnpnkar que este ovario posee una fundonalidad superior a la del IV$eto. y
es en el que se va a desarroilar, en la mayorla de los casot al fo&u¡o ovuliatodo

<Bnntmeler et s.l. 1981; Plerson y Gi»tber, 19*1 ~

En la tabla 4. se encuentran reflejadas las asedias (e E.5149c14 los valores

de las variables estadtsticas anáaada& en lose distintos grupos anianales.
observándose diferencias en todas las variables, por la que para al éstas

eran estadtstlcattsente significativas (p<0.05)o no (pu0,ól>. se realizó sm tese de
diferencia de medias, cuyos resultados se han recogido en las sabIas 545.

Ya hemos setalado la influencia que la edad foSe ejercer sobas la

Eltiologta del ciclo estral bovino, lo que se puede comprobar pose el grao
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de diferencias estadlsticasnente significativas que se han obtenido entre nuestros

grupos. Asimismo, hemos señalado que la procedencia de los animales podría
nflufr en los resultados: nuestros resultados confirman esta suposición, puesto que

existen tambi¿n grandes diferencias significativas entre los grupos control y
problema, y entre las hembras de la misma edad.

Las medias de los valores sanguíneos de las tres hormonas esteroides se

encuentran en todos los grupos, dentro del rango señalado por los distintos autores

para los días del ciclo estral a los que corresponden (Ireíand et aL, 1979; Haasel

y Convey. 1983; Schaflenber¡er el al., 1985; Dobson y Kamonpatana. 1986; Marota
y Duraford, 1986). excepto para los valores de estradiol,176 en los grupos problema
1 y4(wcasyternem impúberes), que son un poco elevados: grupo 1:19,43±0,99
ptjml y gripo 4:25,45±4,14pg/rnl. El rango señalado por los distintos autores en

esta fase del ciclo estral (días 17-20), es bastante amplio (estradiol 17-8: 3,9±0,5.

18±1.2~/ml: progesterona; 7,8±0,4 1.2±0,2ng/mt testosterona: 0,5±0&2
4.7±0,1ng/mI), por lo que aunque las representaciones gráficas del ciclo estral

sean similares (gráficas 1,2, Sy 4), la diferencia entre los valores aportados por los
distintos autores es enorme y pensamos que puede ser debida a las distintas

técnicas analíticas empleadas, y de ahí la necesidad de validar nuestra técnica
ELISA de competición, para todos los días del ciclo estral.

La parámetros ováricos presentan assmssmo grandes diferencias

sipificasivas según la edad, como era de esperar, existiendo éstas entre los grupos
controly problema, ea he¿nbm de la misma edad. Las diferencias menos acusadas

se bailan en el volumen medio de los folículos ováricos, en los que nl la edad. ni
la procedencia de los animales guarda relación (tablas 5-15). ya que al ser el
valuasen medro de toda la población folicular, están en frnción del número de

lolícalos presentes en los ovarios, Estos valores medios tampoco se corresponden
con los aportados por otros autores (Reece y Turnar, 1936; Asdelí et aL, 194%

Raja 1960 Irebad et al, 197% Mera et al., 1981; Ncnauy el al.. 1964; Dobson

y Iamempatana, ¡986). siendo en nuestro caso ligeramente superiores en cuanto al
peso y ndidas ováricas, aunque ¿sto puede ser debido a la raza de las hernbm
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urttrradns cta nuestro estudio. EJ ndmew lota) dc folkulos, sin embargo, es jedariar
a~ aportado por los autores anteriormente mencionados y quizás pasada estar
relacionado con el pequeño número de animales empleado por los mismos (S-w

ZAS asedias de las COnCtnUac¿oOes de ¡u hormonas foliculares, son nnsy

variables entre grupos, en el caso de la progesterona y testosterona, en el cano del
ewadiotdfl sólo existen diferencIas estadtsticnmente significativas en el can ¿el

grupo problema n 4 (terneras impúberes) que las presenta con todos los grapes.
Vas diferencias entre grupos están relacionadas con el núnwo de follostes da

discúuos tamaños que poseen estas hembras pesto que, ea cada tamaño Nicíflar.
la biosíntesis esterolde es distinta. Las hembras del pupo pnhleau ma ~ aSo
presentan un tamaño folicular (pequeños). por lo que es lógico que su valores
medios de concentración hormonal sean distintos a los del resto de kas grupos.

sobre todo en lo que se refiere al estrsdíol.I1B.

En la tabla 16. se reflejan las medías (±EL~Mj de ledas las variables
analizadas según los distintos tamaños follcula,et EJ hecho anas reselable es ~ae
según predomine un tipo de tamaño folicular ¿ato se refleja en los cortcearradanes
plasmáticas de progesterona y estradiol41t En el caso de los to4ksalos pequeños

<Ti, 72 y fl) las concentraciones plasmáticas de progesterona so» Ss etevartas
que en el resto de los tamaños de nuestra ctaslflcaciún, mientras que las de
essradic4ilB son menores. Con respecto a lo que ocurre con las cneeentrasúnnes

foliculares de las hormonas esteroldes, ea los feUcialos peqisefra, no anta cas
diferencia tan marcada como en las plasrnttiess, ésta se debe a que en estas

anadina están iradaildos todos los fdflculos. sin hacer distinción de u re
O no (eoiioo¿ndone la influencia que la atresia ejerce sobre tas cnwtelons
foliculares de las citadas hormonas) (Moor es al, 141&; Briba y An. 1964:

hsbmeyer et al., 1965).

A medida que va aumentando el umafto folicular (T& TSy T6)a. pueda
comprobar que las concentraciones plaansdtscas de proestewna vn
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y las de estradiol- lIB aumentando, lo que significa que los acontecimientos que se

producen en el folículo se van reflejando a nivel sanguíneo y además, coinciden con

la fase del ciclo estral en la que se ha realizado este estudio.

En los folículos medianos (T4), las concentraciones foliculares de estas dos
hormonas comienzan a diferenciarse observándose una lisera disminución de la

progesterona y elevación del estradiol-l7fl. En los folículos grandes CtS y ‘16) ya

aparecen diferencias más marcadas: en los folículos ‘15, la progesterona disminuye
y el essradiol.17B aumenta hasta alotizar los niveles máximos, mientras que en los

folículos ‘16 sucede lo contrario. Esto concuerda perfectamnete con la
predominancia en el liquido folicular de un esteroide sobre el resto, acompañado

de que, como veremos mas adelante, en estos tamaños ya existe una clara
diferenciación entre folículos atrésicos o no atrésicos <lreland et al, 1919;

Henderson et al.. 1982; Dieleman et al., 1983: lreland y Roche, 1983; Fortune y
Hansel. 1985; Spicer y Zinn, 1981).

Respecto a las concentraciones plasmáticas de testosterona, no podemos

afirmar que exista una clara influencia del ciclo estral sobre las mismas. No ocuwe

lo mismo a nivel folicular donde las concentraciones van disminuyendo a medida
que aumenta el tamaño del folículo, ésto concuerda con los trabajos de Kruip y
Dieleman (1985>, que afirman que los folículos de tamaño pequeño <TI, fly T3)

son ricos en testosterona (tabla a’ ¡6). ya que ésta no puede aromatizarse para
poder sintetizar estradiol.lI8. A medida que el tamaño folicular aumenta, la

esteroidog¿nesis cambia y la testosterona puede aromatizarse en estradiol•17fi, por

lo que las concentraciones foliculares de testosterona disminuyen (folículos TA, ‘15
y Té>.

En el caso de los parámetros ováricos <peso, longitud, anchura. atlmero de
lotlculos y vojumen de los mismos) como es lógico y dependiendo del número de

frlleuks de cada tamaño que estén presentes en el ovario (Greerrwald y Terranova,
1967 Wise, 1967; Fortuita et al, 1938: <Jinther et al., 1989 a; Roche y Boland.
1991). las medias de estos parÁmetros van a ser diferentes (tabla 16). Como es, por
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h
e>empka, el caso de los folículos TL que son folicidos de srM de 20 mro, con un
grao volumen de l%q.ÉdO folicular (M3 e 2,6,3 oil), en los que se aprwa una gran

utsteac’a sobre los otros tres parúnotrcu ováricos, Li

Una vez estudiadas las medias de las distintasvariables. el si~inte paso Este

el estudiar las conelacionet generales existentes entre todas ka variables
analiradas, que se encuentran reflejadas en la tabla 11. Corno se puede comprobar,
los parámetrOs hormonales sangutaeos y fobaulares se escxaentzm correlacionados

entre st. existiendo escasas correlaciones con los parámetros ovárteos, pono que
sto se incluyeron posteriormente en el estudio.

Son pocos los autores que han estudiado correlaciones entre niveles
saasguLneO~t y foliculares. y entre las tres hormonas ereroldes, limitándose a
anhaar sólo ursa o dos de estas hormonas a nivel supino (Irelaed e: al, 191%

beland y Roche, 1963; Schallenbergcr et al, 1964; trWpy Dielamasa. lfli; ‘Msa,
1961). o realinando el estadio ea otras (ases del ciclo estral o del cielo s’eprodnnor
<gestación. periodo post’partO. lactación). o relacionado las diferencias «latentes

con la presencia o ausencia del cuerpo Mteo por lo que la comparaeittn de sus
resultados con los nuestros es muy difícil de realiw (Plerson y (lotee. 19U
Qutrk et al.. 1fl6 Spicer et al., 1986 a. lis llraalntitr et al, 19$L Spicer y Von,

1967; Eraden et aL, 1939>,

Ea lineas generales, podemos decir que la prepaterus sauplinea está
correlacionada nepaivarnente (. 99*) con el estradlol-llt y positivuneittt (99S6)
con la testosterona. El esuadioldlfi, a su vea, presenta la misma corselación (99*)
con la testosterona plasmática, es decir que cuanclo sana de elias sobe una

elevación, la otra hormona también la expesimenta Esto sc con la
lasa del ciclo estral anahanda, ya que ea esa días se puede (gráfica IV)

que la pwgest.rona va d¡smmtqendo yel nmndlol’llfi se enarene en niveles
basales, la primeros ellas. pan aumentar poststkniefl4~ ea ewwo a la
sesroslerona aumenta y disminuye sin piardar niapita rolsoda con las otras dos
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En lo que respecta a las hormonas analizadas en el liquido folicular, la

progesterona está correlacionada positivamente con las tres hormonas sanguíneas,
aunque esta correlación es más d¿bíl con la testosterona (90%>. El estradiol.178

no sc. correlaciona con la progesterona sanguínea, pero silo está y fuenemnan~ con
el esrradiol-l7B y con la testosterona, este comportamiento refleja la síntesis de

estradiol~l7B que tiene lugar durante esta fase del ciclo estral en los folículos

antraies ováricos (lreland ci al.. 1919>. La testosterona folicular sólo está
correlacionada con el estradiol•17B sanguíneo <90%>, lo que puede debes-se a que

esta hormona es un precursor del estradiol-líA en la biosíntesis esteroide que tiene
lugar en los folículos (1-fansel y Convey, 1983).

Como dato curioso, señalar que el ndmero dc folículos presentes en el

ovario está correlacionado negativamente con las concentraciones foliculares de
estradiol.178 (-95%) y positivamente con la testosterona (99%), lo que puede

deberse al gran número de folículos de pequeño tamaño presentes en e.l ovario y

en los que, tal y como señalan Krulp y flieleman (1985>. la testosterona es el
esteroide predominante.

El ,olumen de líquido folicular también presenta correlaciones con las

hormonas foliculares: positiva con progesterona <90%) y estradiol-líS (99%) y

negativa con la testosterona (.95%), lo que también está relacionado con la efotesis
de estradiol.l7fi que tiene lugar en esta fase dcl ciclo.

Las hormonas foliculares no presentan ningiln tipo de correlación general

entre si, quizás ¿Sto se deba a la influencia que el grupo animal. tamaño folicular
y día del ciclo estral poseen sobre ellas.

lina vez analizadas las correlaciones generales entre hormonas sanguíneas

y lobculares, se pasó a realizar el estudio de correlación según el grupo animal y
según el taaia*o de folículo.

Las correlaciones entre hormonas sanguíneas y foliculares determinadas en
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¡ot óissirnw grtapns de animales, se encuentran reilejacas en la tablas 1114. Came
st puede observar, las corretaetons son totalmente dIstInta en las pupos cnnm&
y projilen’ua: en los grupos control no exime ningdrs tipo de wrmlatn entre

kMrncxflS rangufrucas y fo¿wnlarets, casen que ca ha anz<pen protriema, ti entran
relaeksns, aunque ésas vn canaNande depnc&ado de ka edad de

ataln En el grupo problemrs 1 (vacas> aparen una tuerta correlantá
<~~) entre la progesterona folicular y ha tres hormonas Chqnwa,

Fasrasa y’rnwsa4 ésto puede ser debido a la dotás icilicular que titan lupe

ea ca fase del ciclo estral en los ovarios de lisa lsewbm de este grupo, en ka que
predominan loe falloilos pequeños <anuo>, en kas que ka cunee te
progesterona y andrteuss son dontanw sobre ha de esaradic*l?L lo que se va

a retiejar en cl consportarmeaw de las bormnu a nivel sang¡MInn Ureknd y

Roche. 193~3; lCnsip y Dielernan, 1985; ¡reInad y Roche, 19*? a). Liste tandeta un

tune correlación posItiva <99*> entre el esrradlc4.t7fl Bnfrvstar y el entrad 17*
y la testosterona wsgutneos aso en el caso arsenio? es a fiel refleja de las qn

a nivel ovárico, puesto que se está daarnsl4andn el Wiwlo

»re¿owlatasrlo, muy rico en nsrndirsFltg y reepueable del da las
eoncemraclones sariptíneas de esta hormona qn se wduu en esta bat ti
etral (¡relatad y Roche, 1W? a). No está una> clara la itseseia que e4#rue el

eswadiot»I7fi folicular sobre las
es canece que las coacentraooss de andrógersos amentan cundo Y ¡a
segmento del cuerpo loteo (Wiu es al. 19*I~ por orn Ma so he señalado que

el estradiokl7fl <tilintar posee efecto y que ks•
tinérrcarneate con él <Foprelí es al., 1985>. por lo qn el bat fl la
elevación de las concenamaciones p~asmtticu da tntntentn,

b correlación entre la testosterona frÑkular y el uuadlul~tfl os

tau> dOW (90%). ka qn. podría deben. a que esta es tas prestotaes da
MateÉ de estndIOFllfi ea los feltrulos ovíÑen (Rasel y Cuan>, UC

En las Tablas 22.fl sc bu recogido las tuelaelaes que menn

grupos problema 2>3 (novillas>. estas hembras prasenta kas



sólo en dos de las tres hormonas foliculares (estradiol.lJ8 y testosterona>: la

progesterona folicular no posee ningún tipo de correlación con las borrionas
sanguíneas, lo que puede ser debido a que a pesar deque la población folicular es

similar a la del grupo Pl, el número de folículos de pequeño tamaño es menor, por

lo que el folículo dominante, rico en estradiol.172, ejerce una influencia mayor
sobre el resto de los folículos, impidiendo que el efecto de sus concentraciones
foliculares se refleje a nivel sanguíneo.

El estradiol-17fi posee correlaciones con las tres hormonas sanguíneas (90

a 99%): negatiVa con la progesterona y positiva con estradiol-176 y testosterona.
Como en el caso anterior, se puede comprobar que estas correlaciones se ajustan

perfecumnente a los acontecimientos que suceden en esta fase del ciclo estral a
ambos niveles (lzeland et al., 1979; Hansel y Convey, 1983). siendo en este caso

más marcado el dedo luteolitico del estradiol-178 (correlación negativa con la
progesterona saaguínea~ -95%), La explicación, en el caso de la testosterona, es

similar a la apuntada para el grupo anterior (grupo problema 1). La testosterona
folicular presenta el mismo patrón de comportamiento que el estrad¡ol-l78; la

explicación de este fenómeno puede estar relacionada con una dorninancla de
testosterona en los folículos ováricos de pequeño tamaño, presentes en los ovarios

de estas hembras (Kruip y Dieleman, 1985), que podría estar inversamente

relacionada con las concentraciones de progesterona en este tamaño folicular y
ademAs, colabora en la función del estradiol-128 aumentando su efecto luteolítico.

Por último, en el grupo problema u’ 4 (terneras), se observan escasas

correlaciones entre hormonas sanguíneas y foliculares. En este caso, al tratarse de
hembras impúberes, el ciclo estral no ejerce ningún tipo de influencia sobre las

concentraciones hormonales, tanto plasmáticas como foliculares (Gonzklez.Padilla

u aL, 197$; Scbams et al., 1981). Como se puede comprobar en la tabla 4. las
concentraciones sanguíneas de las tres bornionas, son elevadas en este grupo, de ahí

que la correlación entre ellas sea positiva. Además, en este caso lo más destacable
esla correlación negativa (.95%) existente entre las concentraciones de testosterona
folicular y sanguinea. probablemente debida a una secreción continua de
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wtotttrofl desde el folículo a sangre periférica, ya que como se puede comprobar
en la tabla 4 las concentraciones sanguíneas de testosterona en este grupo son muy

elevadas y la población folicular está compuesta por folículos pequeños (TIy fl>
que son ricos en las tres hormonas (Knuip y Dielenian, 1985; Gore-Laagton y

Artnstrottg, 1988> y, también, la esteroídog¿nesis folicular, en estas hembras, puede

no seguir las mismas vías que en las hembras púberes.

a tarar caso analizado ba ~ la determinación de las correlaciones
existentes entre las hormonas sanguíneas y foliculares según el tamaño del foltulo.

Es este aso~ las correlaciones se han deteminado teniendo encuerna la blwhnesla

uww¡de que tUnen lugar en cada tamaño folicular <tabla 25).

Al realizar el análisis estadístico planteando el caso de que sólo ezlsdeun

en el ovarIo folículos de un tamaño concreto, sc bu obtenido ka siguientes
resultados. En los folículos fl (2-5 ram> y fl (0-5 mm), la progesterona plasmática
preseatacorreladóndirecta(90y99*>wnlafoliaslar.éstopuedcserdebldoal

1~porcentaje de folículos atrésicos que existen en la población folicular (laNas 26 y

28). los cuales son ricos en progesterona. El mismo comportamIento lo presentan
tas folículos T4 (5.10 mm>, porque en este tamaño folicular se ottsexva un ¡van
porcentaje de folículos atr6sicos <tablas 26> 28>.

En los tamaños TZ fl yTó (z’20 man), se obse,vwt correlaciones directas
(95~99%> con el estradiol. 178 folicular. Existe una ¡mas coatrovemis anua los 1autores para la explicación de este fesómeno~ nosotros creemos que estascorrelaciones se encuentran asimismo relacionadas con los fenómenos de atraíaque se producen en estos tamaños foliculares. lii ¡03% de los Mkubn TG dc 4
nuestro estadio son atrésicos, y por esta razón presentan un de

correlación de 0.99 &<OAOI), y, cuino se puede captabais ¡a tabla 1& Las

ficoncentracIones de ambas hormonas sea muy bajas.
Por último, la progesterona sanguina tiene una wnkaclóaMl flan la L
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testosterona folicular en el caso de los folículos 15(10-20 mm> y como vemos en
la tabla 16, ea este tamaño folicular se observa una disminución en las

concentraciones de ambas hormonas.

Al analizar los folículos pequeños (TI, 12 y fl), el estradiol-178 plasmático
(tabla 25) presenta correlaciones con su homónimo folicular y con la testosterona

folicular (99 y 95%, respectivamente); los folículos 73 presentan además

correlación positiva (99%) con la progesterona folicular. La explicación a estos

fenómenos puede ser debida, como ya hemos señalado anteriormente, a la

esíeroidogEnesis que tiene lugar en estos tamaños foliculares y dependiendo de si
estos folículos están en crecimiento <en ellos, la testosterona se encuentra en

concentraciones elevadas, ya que es el sustrato para la síntesis de estradiol.l7fl, en
esta especie) o bu entrado en el proceso de atresia <la progesterona está en
concentraciones elevadas, debido a la p¿rdlda de la capacidad de aromatización de
la testosterona en estradiol. 178). En los folículos Ti y 12, el porcentaje de no

atrWcos es superior a] de atr¿sicos <tablas lóy 28), por lo que es lógico que posea
correlación directa con el estradiol-178 y con la testosterona. En el caso de loe
folículos 73 están al 50% y las concentraciones de las tres hormonas foliculares son

elevadas por lo que no se puede asegurar cual de los dos tipos está marcando It

paute sobre las concentraciones plasmáticas del estradlol-17B. de ahf que presente
correlaciones positivas con las tres hormonas foliculares.

En los folículos 14, los procesos de biosíntesis esterolde dependen de los
mismos factores que en los casos anteriores, sin embargo; ¿sto no está claramente

reflejado a nivel plasmático, ya que existen correlaciones con la progesterona y

testosterona lollonlares yno con el estradiol•178, estas correlaciones podrían ser el
resultado de la influencia que el folículo dominante ejerce sobre la población de
folículos de este tamaño (lreland et al, 1983; lreland, 1987 a, b).

Sobre los folículos 15 sI existe una clara influencia de la fase del ciclo estraJ
es la que se haya realizado el estvdic~ De este tamaño folicular va a surgir cl

folículo dominante y ovvlatorlo~ en el cual se va a sintetizar esíradlol-l7B CII
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cantidades. Como podemos observar, existe una correlación negativa
<-99*) con las concentraciones de progesterona en líquido folicular y correlaciones
~ (99 y 90*) con las restantes hormonas foliculares. Estas correlaciones son

u fiel reflejo de la fundooaiidati del folículo dominante ea esta fase del dde estral
(WIse a al., 1987).

Por último, la testosterona plasmática presenta correlación directa <99%)

con la progesterona folicular en los tamaños]» T4, que puede estar relacionada

con el crecimiento foUcular. taJ y como señalan Wise et aL (1987). si bien, no
encuentran ninguna explicación a este fenómeno.

En los tamaños 12,73 y T5 esta hormona presenta correlación directa con

el estrndloldlfi folicular, lo que está relacionado, como en el caso de la hormona

anterior, con la esteroidog¿nesis que se produce en estos tamaños foliculares.

Sólo existe correlación con la testosterona del líquido folicular en los
folículas 74, Como se puede observar, en estos folículos se producen las mismas
correlaciones que en el caso del estradiol-178 sanguíneo, por lo que quizás la
explicación aportada anteriormente, sirve tambi¿n para esta ocasión.

Determinación de la atresia folipilar: cladfieaciM endttrlnfi

Uno de los capitales que todavía permanece oscuro, dentro de la flsiologh
de la foliculo$nesis bovina, es la atresla folicalar. Aún vio se conocen los

mecanismos reguladores o inhibidores que determinan que dentro del grupo de los
folículos antrales en crecimiento que existen ea el ovario de esta especie, sélo un
(en algunas ocasiones dos) se desarrolle en su totalidad y llegue a romperle,

mientras que loe folículos restantes entren en cl proceso de atresia (Oreeawali y
Terranova. 1967). En el análisis de las correlaciones hemos señalada las gandes

diferencias existentes entre los grupos de animales y los tamaños foliculares y
hemos pensado, que este factor puede ejercer una influencia decisiva sobre das.
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por lo que lo hemos incluido en el estudio,

Existen tres tipos de clasificación de la atresia folicular morfológico

(Rajakoskl. 196& Moor et al, 1978), endocrino (lreland y Roche, 1982, 1983) >~
meada de ambos (Kniip y Dieleman, 1982, 1985; McNatsy ci al., 1984>. Dc entre

ellos, hemos elegido el criterio endocrino propuesto por Kruip y Dieleman (1985>

para estudiar la atresia de la población folicular presente en cada grupo animal o
en cada tamaño folicular, de nuestro estudio, puesto que está claro que la

predominancia de uno u otro esteroide en el líquido folicular de los folículos

ováricos antrales estA íntimamente relacionada con los fenómenos de atresla.
aunque la relación entre la aparición de los signos morfológicos y endocrinos de

la ansia todavía no esté muy clara <Centola. 1983). De ahí la necesidad de

estandarizar la técnica de determinación hormonal para el liquido folicular.

Kruip y Dieleman, proponen tres tipos de atresia según las relaciones entre
los sres tipos de hormonas foliculares <Progesterona, Estradiol-flB y Testosterona):

Atresla tipo 1: E2-17fl/P4; Atresia sipo2: E2-178/TyAíresla tipo 3: E2-17fi/P4 +1’.

Para que un folículo se pueda clasi~w como no atrésico estas relaciones tienen

que ser mayores que 1. Wise (1987) invierte estas relaciones, debido a que
encuentra raM significativo relacionar la predominancia de andrógenos y
progestágenos con los estrógenos. El resultado final es el mismo y a nosotros nos

pareció mis correcta la primera clasificación.

Una vez establecidos los criterios para la determinación de la atraía se
procedió a determinar los porcentajes de folículos atrésicos y no atrésicos en cada
tamaño folicular, en los distintos grupos animales y según la situación del ovario.

Estos resultados se encuentran reflejados en las tablas 26 a 31.

En las tablas 26, 27 y 28 están indicados los porcentajes de folículos
asr¿slcos y no atrhicos en cada tipo de aíres la y según el tamaño de folículo. Cosi

ello sc ha Intentado establecer las diferencias en el número de folículos de una
y otra clase, así fin de determinar cuál es el tipo de atresia adecuada a cada
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tamaño folicular.

Una vez comparados los porcentajes obtenidos, en cada tipo de atresin, se

eliminé el tipo 2 por no reflejar ninguno de los procesos de esteroidogenesis que
sc producen en el desarrollo o crecimiento folicular, y que viene determinado en

los distirnos tamaños foliculares por las concentraciones de la hormonas esreroides

M5l,fldfl.

En los folículos pequeños (Ti, Ti y Ti), las coacennoicaes de testosterona

son más elevadas que en el resto de los tamaños foliculares (tabla It) y las de las
dos hormonas restantes también son altas. Todos los autores coinciden en qn-e los
folículos pequeños en crecimiento son ricos en testosterona y, al emplear como

criterio de atresia los tipos 2 y 3. el ndinero de folículos atrésicos se incremente
aniflcíalmente. por lo que entendernos que el criterio endocrino más adecuado

para este tamaño folicular sería el de atiesta tipo 1: E2•lfl/P4. que retkafla la
tota] abolición de la función esieroido$ftica de Las células de la granulosa.

mientras que aún se mantiene en alguna medida la dc tas células de la seca isuenta.
que son las últimas en degenerar en el proceso de ansia (Moni et al, 197t WIse,
1987). En la tabla 26 se observa cómo en este tamaño folictiar (Ti, 12 y 12>

existen diferencias entre 1w tamaños de nuestra clasificación. puesto que el
porcentaje de folículos no atrúlcos es superior al de atrésicos ea los folículos TI

yT2 o igual en los folículos fl

En los folículos grandes <73), nos inclinamos pos la dasi&actón de ansia

tipo 3~ EZ-176/P4 + ‘E por considerar que en estos folículos y en la late del deJo

cura] rfase de crecimiento y diferenciación del follen-lo dominan preowlatoslo
(lreland y Roche, 1987)), la esíeroidogúnesis se decante hacia ea gran producción
de estradiol-17L por lo que la a.arición de concentraciones clavadas de
progesterona y/o andrógenos en el liquido folicular tnareaafaa el inicio de los

procesos de atresia por la pérdida en la capacidad de síntesis de essradi*lfl
(lreland y Roche, 1982). AdemAs. comparando los cntenos y

endocrinos de atresia. aportados por algunos autores Qtrtip y Dieleatan, lUZ
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1985; McNatty et al., 1984). en los que clasifican los folículos en: no atrésicos,
ligeramente atrésicos y atrésicos, pensamos que el criterio de atresia tipo 3 englobe

estos 2 tipos de folículos atrésicos, aunque, si no fuese posible calcular la atresia
tipo 3, es totalmente factible utilizar la atresia tipo 1, al no existir grandes

diferencias entre ambos tipos de criterios (tablas 25 y 28).

En el caso de los folículos medianos <T4) nos inclinamos por el anterior

criterio (tipo 3), debido a que estos folículos fortnan parte del grupo o cohorte de

folículos que acompañan al folículo o folículos grandes dominantes (Portune et al,
1988; Savio et al, 1988; Gintber et al., 1989 a>, y es sobre los que éstos ejercen
principalmente su dominancia. de ahí que, como se ve en la tabla 28, exista un
porcentaje ligeramente superior de folículos atrésicos.

Los folículos ‘¡‘6 <>20 mm), clasificados como quisticos en esta especie

(Fortvne y liatisel, 1985), presentan el 100% de atresia en cualquiera de los dos
criterios de atresia elegidos, por lo que en este tamaño folicular ambos serían

válidos.

U distribución de estos porcentajes, en los distintos grupos de animales, es

diferente y está relacionada con la edad de los mismos. Se puede observar que no

existen grandes diferencias entre grupos control y problema: en las vacas (grupos
Cl y Pl> el porcentaje de folículos no atrésicos es inferior al de atrésicos,

utilizando los criterios endocrinos señalados.

En los grupos de novillas <grupos C2, P2 y Pl), la población folicular es
ligeramente distinta, por lo que la distribución de los porcentajes varía de unos

grupos a otros (tablas 29 y 30). En este caso si que influye el criterio de atresia
elegido, puesto que como podemos comprobar en las citadas tablas, en el caso de
la atraía tipo 1, el porcentaje se Incline hacia una mayoría de los folículos no

atrésicos, mientras que en el tipo 2, es justo a] contrario. Creemos que debido a la

fase del ciclo ca la que se ha realizado el estudio <fase folicular), el criterio de
ansia tIpo 1 es el más adecuado para las hembras de esta edad.
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Los bembras impúberes <pupo 1>4> no estÉ sujetas a la influencia del ciclo

estral y debido a la población folicular que presentan en sos ovarios <TI y T3, ricos
en testosterona>. el criterio de atresia adecuado sería el tipo 1 (tablas 21 y 30K

En la tabla 31 se encuentran recogidos los porcentajes de folículos atresicus
y no atrésicos considerando cada tipo de nenia y qrupándolos por siruaciÑ~ del

ovario. Como se puede comprobar existengrandes diferencias dependiendo del tipo

de auessa en los tipos 1 y2 los folículos no atrésicos predominan sobre tu
arétÑicc>5 y la funcionalidad del ovario derecho es superior a la del izquierdo, al

existir un porcentaje menor de foliculos atrésicos en este ovario. Sin entaegts, ea
la atresia tipo 3, se invierien, tanto la predominancia de las folículas no astáticos
sobre los atrésícos, como la funcionalidad de los ovarios. predominando el
izquierdo sobre el derecho. En este caso~ pensamos que el criterio de eleceiñas en

el tipo 1, puesto que como ya señalamos en la tabla 2, las ccmccnsractrnses
estradiol17L determinadas en todos los ovarios derechos, son superiores a las sIal

izquierdo, signo de una mayor funcionalidad en este Lado.

El último paso de nuestro estudio consistió en trazar Las rectas de vegeaiAn
entre las concentraciones sanguineas y foliculares de las aros hormonas efleroisks
(essradiol-17É. progesterona y testosterona>. Eh~ el cálculo se incluyeron todos Los
grupos de animales analizados y todos los tamaños foliculares. Estas renos se

trazaron con el fin de comprobar si los acontecimientos que se producen a nivel
folicular se reflejan a nivel sanguíneo y vicenm, ea decir, que mediano la

determinación de las concentraciones plasmáticas de ha horusonas mencionadas y
mediante una fórmula matemática, se pueden calcular las wncmtaáanes natales

de las mismas en todos los folículos del en-uñe, Lo que puede ser isa manera da
expresar la funcionalidad ovárica de una hembra.

Las rectas de regresión están representadas en las gráficas XVI4XIV, ea

este capitulo vainas a reflejar las fórmulas de estas rectas de regresidat
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ESTRAUIOL-17flt

a) Regresión de essradiol.17fl níasmítico sobre prooesterona folicular

Y 69,382 + 2.058X

Pc 0,001

b) Regresión de estradiol-l7fl nlasm~tico sobre estrndiol-l7ft folicular

.

Y = 94,574 + 3,0641X

p< 0,01

e) Regresión de essrsdiol.176 pLosmítico sobre testosterona folicular

.

Y = 28,999 + 0,43228X
p< 0,001

PROC ESTERO HM

a) Regresión de oropesterona plasnultica sobre procesterona folicular

.

Y — 85, 761 + 9,6236X
p< 0,001

b) Regresión de prosesíernna ulasrnhsica sobre esrndiol.17fl folicular

,

Y • 127,58 + 10,734K

p< 0,001
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c> Regresión de orosesterona t,lasmática sobre ,aasnnlerunn folioular

,

Y = 33,659 • 1,5127X

< 0,01

1ESTOSTERONM

a> Regresión de tes,míernns nlnzmAtita sobre nronsternn0 fúlloilar

.

Y — 84,493 + 13. 662 X
PC 0,001

b) Regresión de testosttrnlfl nksndtin sobre .nr»AÍoklZtk]Á~ñat

Y - 96,120 . 32, OMX
p< 0,01

Y - 35,992 +

— 0,347

Como se puede comprobar en las fórmulas. todas Las rectas de regresión son
estadtstlcaznente sIgnIficatIvas excepto la regresión de la testosterona tanguista
sobre La testosterona folicular, por lo que te pedrta afirmar que, en general es

posible predecir las concentraciones plasasáticas o kteulares da estrnditkl7L
progesterona y testosterona de hembras de ganado ncuoo~ da todas las edades.
mediante la aplicación de estas fórmulas matemáticas, en Los días del cicle. estral

en los que se ha Uevado a cabo este estodio.
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CONCLUSIONES



tina vez analizados los resultados obtenidos en nuestro estudio podenu

sacar de ellos las siguientes conclusiones:

lB CONCI.USION: Se ha demostrado que la técnica ELISA de csm?petcLoa
en rnicroplaca. puesta a punto y validada por nosotros, reune las

caracterfsticas apropiadas en cuanto a especificidad, seáWtMad y
repetibilidad, para la determinación de las concentraciones plasntican de

las hormonas esteroides. estradiol-17fi, pro~ernre.n y tescatnoa es

plasma bovino.

2’ CONCLUSION: Se ha desanollado y validado La técnica EtnA de
competición directa y en rriicroptaca. para la deterta*ractón de tas

concentraciones de las tres hormonas estercddes antes citadas, en liquido
folicular bovino, con unos resultados comparables a los hallados con caras

técnicas analíticas de determinación hormonaL

3’ CONCLUSION: La técnica ELISA FIS, desarrollada por nescuos. ca
sencilla, rápida, repetible y fácilmente ejectable. lo que la hace ittnna

para la evaluación del titulo de antiwcrpos policlonles prodoctcfrss frente
a hormonas esterosdes.

4’ CONCLUS¡ONs Se be comprobado que la edad, la fase del ciclo ostra]

y el tamaño folicular, ejerce en la vaca una influencia decisiva atizo las
concentraciones plasmáticas y foliculares de las tres hormonas emeroides

analizadas, lo que se ha comprobado con el andilsia de las wnlaeie.nee
encontradas.

P CONCLUSION: La utllizadóa de un criterio endocrino de cinchadOs
de la atresia folicular en la van, es totalmente válida, siempre y aré se

tenga en cuenta la fase del ciclo estral, el tunase.de frilcrM ya] estarcida
folicular predominante en cada caso



9 CONCLUSION: Es posible determinar la funcionalidad ovárica en esta
especie mediante los acontecsrnaesltoe <jue tienen lugar a nivel Sanguíneo, tal

y como se demuestra en el estudio de la regresión realizada entre

concentraciones sanguíneas y foliculares de las tres hormonas analizadas.

CONCLUSION FINAL Podemos concluir diciendo que La técnica ELISA

de competición es válida para la determinación de hormonas esteroides
sanguíneas y foliculares en ganado vacuno. Las correlaciones encontradas

en<re loe acontecimientos sanguíneos y foliculares, reflejan la influencia
decisiva que sobre ellas ejercen la fase del ciclo e~tral, la edad y el tamafio

folicular.
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