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El erecimiento y la diferenciacidn folicular a Jo largo de 1a vida reproductiva
de ln vaca wom fendmenns complefos, existiendo aiin lagunas significativas o I
comprensidn de todus los mecanitmos Guc intervienen en el desarrollo y regulacide
de los mismos. La mayoria de las investigaciones se han dirigido hacia el estudia
de los acomscimientns enductings y/o morfoltgicos que tienen lugar a nivel
owlrieo, sin prestar exeesiva atsncidn a Jos acontecimientos endocrinos que tiensn
lugar sirmahdneaments a pivel sanguinen.

Exist2 wna gran contreversis en la esplicacion de como se desarrollan los
dos fendmenns en esa especis, con ¢l resultado final de la seleccidn de un folieulo
amral de emtre un grepa de elios, del mismo tamafo y caracteristicas. Toxday lay
hipinenis apwman baga 18 iea de la "dominancia® de ese foliculo sobre el resto,
impidiends w1 desarrolly ¥ apareciendo seguidamente la atresia folicular.

Tedavia se sabe poco neerca del parrda de erecimiento folicular de la vaca,
5S¢ b spfatado uR patréa de credinsenio folicular continuo y otro en oleadas a ko
hargn del dicko estral, win gue bos autores 8¢ pongan de acuerdo sobre cusl ey el que
went huger realmente, aumgue b goe sl ¢s cierto es que existen en el ovann
fobloulen astrales ¢ diavimsos mafen con unas carpcletfsticas endocrings
parteares. Tampoon han sido caraeterizadas las inserrelaciones endocrinas de los
falicuden da distinter amafo preventes o of ovario, extensamente. Tampoco hay un
nhmers relevante de entudios gue relacianen el tamado folicular, sus caracter(sticas
endorring v I repercusiongs bormenales que €8 e5¢ momento tienen gar a nivel
SaRaine.

Lew eodeoelon que se ban wilizado pera ¢) estudio de la dindmica foticular
en vidrster incheven enire wires, B sigwentes:

@) Consapr de W felfoslos amrales presentes en los ovarios obtenidos
en of manadarg o medianse mdrodes quirbrgicos, con o sin posterior

-
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medida de 1as concentraciones de las hormonas esteroides presentes

en ¢l lfquido folicular.

b}  Seguimiento de follculos individuales a lo largo del ciclo mediante

marcajé con tincioén,

¢)  Observacion del nuevo crecimiento y desarrollo folicular después de
la destruccién de los folfculos grandes, presentes en los ovarios,

d)  Ulrasonografia de los ovarios con seguimiento diario de los folfculos
antrales de distintos tamafos, a lo largo de 1odo ¢l ciclo estral.

Coma hemos sefalado los factores que influyen ¢n la dindmica folicular en
Ja vaca son muy complejos y todavia no se han determinado ¢n su totalidad, Se ha
sehalado la existencia de factores reguladores intra y extraoviricos de diversa
naturalezs. Entre ellos podemos destacar Jas acciones de las distintas hormonas
esteroldes, tanto andrégenos como estrégenos, que ejercen una regulacién
endocrinay paracrina en ¢l crecimiento y desarrollo folicular, acciones que tampoca
son conocidas adn en su totalidad, puesto que las vias de la esteroidogénesis
folicular son uno de los puntos oscuros que existen actualmente en ¢l estudio de la
fisiologfa folicular vacuna. Otros posibles factores que influyen en esta dinimica
{olicular son entre otros Ja edad, ¢l estado nutriclonal de los animales, la presencia
o ausencia de cuerpo liteo en los ovarios, la posicidn de los ovarios, puesto que ¢l
ovario derecho es funcionalmente més activo que el izquierdo en esta especie, ¢1c,

Por otro lado, son pocas las investigaciones, hasta ¢l momentn, que se han
enfocado hacia el eswdio de las posibles correlaciones existenies entre Jos
fendmenos endocrinos sanguineos y foliculares que se producen simultineamente,
sabre 1000 en lo que se refiere a las hormonas esteroides funcionalmente més
representativas a ambos niveles, como por ejemplo estradiol-178, progesterona y
testosterona. Tampoco s¢ ha prestado excesiva atencidn a la influencia que oiros
faciares puedan ejercer sobre estas correlaciones como pod ejemplo Ja edad, el

3



mimero de foliculos de distintos tamafios presentes en los ovarios y el volumen de
lquido folicular de estos folfculos.

La determinacién de las hormonas esteroides tanto a nivel sanguineo como
folicular requiere Ja wtilizacién de unas técnicas analiticas con unas caracterfsticas
muy especiales. La técnica mds extensamente udilizada ha sido el
radioinomnoandlisis (RIA) que posee fremie a sus enormes veniajas, varlos
inconvenientes, Jo que ha motivado, en los dltimos afios, el desarrollo de técnicas
inmunoldgicas alternativas, sin isétopos radiactivos, que poseyendo las ventajas del
RIA po presenten sus inconverientes,

El desarrollo de las téenicas enzimoinmunoanaliticas para la determinaci6n
de bormonas esteroides estd adquiriendo, hoy en dfa, un auge espectacular,
hablendcse ya determinado éstas en sangre, leche, orina y saliva y sin embargo,
todavia no se han utilizado en liquido folicular,

Nuestro objetivo principal ha sido:

La estandarizacidn y validacidn de uh método sencillo y repetitivo para el
anslisis de las concentraciones de las hormonas esteroides: estradiol-178,
progesterona ¥ testosterona, tanto en el plasma como en el lquido fallcular de
hembras de ganade vacuno de distintas edades.

Para hacer esto realidad se precisa:
1%+ Produccién de anticuerpos policlonales especificos para cada una de
las hormonas, Estos anticuerpos serdn purificados y caracterizados

para la técnica que se va a desarrollar (ELISA de competicién),

2%-  Cbtencién de conjugados hormona-enzima y su posterior purificacién
y caraclerizacion,



39-  Esiandarizacién y validacién propiamente dichas del método para

cada hormona.

Comseguido &sto se procederd al estudio de los siguientes pardimetros
sanguineos y oviricos de las hembras de ganado vacuno, obtenidos al azar en ¢l
matadero:

a)  Pardmetros ovdricos: longitud, anchura y peso.

b}  Nimero y volumen de lquido folicular de los foliculos {Andlisis
individualizado de los folfculos, en los que sea posible).

c) Situacion del ovario,

d)  Determinacion de niveles hormonales en sangre y liquido folicular de
las tres hormonas ¢steroides ya mencionadas,

&) Eswudio de 1a atresia folicular en los folicules de distintos tamadios,
mediante la ayuda de un criterio endocrino de clasificacién de la
funcionalidad de estos folfculos,

) Andlisis estadistico detallado para la obtencién de las posibles
correlaciones existentes a los dos niveles: sanguineo y folicular,
utilizando coma variables estadlsticas los pardmetros anteriormente
mencionados, haclendo especial hincapié en el estudio de |a atresia

folicular.
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METODOS INMUNOLOGICOS DE DETERMINACION
DE HORMONAS ESTEROIDES

El desarrollo de las técnicas inmunolégicas competitivas de determinacién
hormonal causé una revolucién dentro del munde de la endocrinologia y ha
permitido a los distintos grupos de investigadores Ja comprensién de numerosos
procesos  fisiolGgicos, patolégicos e incluso farmacolégicos desde hace
aproximadamente unas tres décadas (Blake y Gould, 1584).

La utilizacién de estas t&cnicas inmunoldgicas para la determinacién de
esteroides es cada vez mayor a nivel mundial. Blake y Gould (1984) sefialan que
se incrementa anvalmente a razén de 500 a 1.000 miilones de an4lisis,

El principic sobre el que estdn basadas todas estas técnicas (Yalow y
Berson, 1958, 1959, 1960; Abraham, 1969, 1975) es la reaccién irreversible entre
pequeiias porciones de dos reactivos: las hormonas, que actuan como haptenos y
los lugares de unién de los anticuerpos, forméndose un complejo antigeno-
anticuerpo, En el ensayo, una cantidad fija y limitada de anticuerpo especifico (Ac)
se hace reaccionar con la correspondiente hormona umida a una sustancia
marcadora (H*) y con la hormona sin marcar (H), contenida en la muestra
problema o afadida en cantidades conocidas, de tal manera que la hormona libre
v la hormona marcada compiten por unirse a los Jugares de uni6n de las moiéculas
de anticuerpo:

Ac+ H + H* <=====> AcH + AcH"

Después de un perfodo de incubacién se realiza la separacién de las
fracciones libre y unida (separacién bound/free) al anticuerpo y la cantidad de
hormona marcada se mide en una de estas dos fracciones, Por tanto, podemos decir
que la concentracién de los lugares de uni6n del anticuerpo disponible, para que

se una la hormona marcada estd inversamente relacionada con la concentracién de
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Ta bormona, sin marcar, que exista ¢n la muestra.

Estas téenicas inmunoldgicas son aplicables, en principio, para Iy
determinacién de cualquier 1po de sustancia o compuesto, en cualquier flutde
bioldgico (plasma, saliva, leche, ofina) sako ey necesario que ésta posea ka
capacidad de producir anticuerpos especificos en un animal d¢ experimentacisn
(Abraham, 1975). Hoy en din existen anticuerpos disponibles comercialmente par
una gran cantidad de compuesios.

Las 1écnicas inmunoldgicas poseen unas caracteristicas especiales;

La sensibifidad que pueden alcanzar es muy grande, situdndose en el rangoe
de femvomoles (107, Jo que las hace idoneas para medir Jas concentraciones
plasmdticas de Ias hormonas esteroides, algunas de las cuales se sitdan alrededor
del rangs indicada. El grado de sensibilidad es dependiente de la avidez o afinidad
que pasea el apticuerpo par la bormona y Yo sistemas de deteccion disponibles
para ewidenciar o cuantificar esta umidn,

La especificidad tambidn e muy elevada, lo que hace posibie la
diserimizacitn entre tos distintos estervides: ena caracteristica es fundamental en
el as0 de cstos compueston, puesto que U eSTructura quimica es muy similar v
pueden imerferir en el asdlisis dando higar a errores significativos en los
resuhadod.,

Onra caraciaristies de evtos mévodod o tu repetibilidad, de tal forma que la
seguidad y precisién o3 tan elevada que s¢ minimizan los errores debidos 2l azar.

Denira de estas 16enicas inmunoblgicas de determinacion las que wtilizan
lgt indsopes rasbiaetivos y de enire eifas ¢l radicinmunoandlisis (RIA) {andlisis
eompatizien enn hovmona marcada en fse Biquida) ba sido Ja estrella, desde que
B 1458 Yalow y Rerwon desarroilasen sy eniayn para determinar Jos niveles de
rmling e vamgre, puesty que ademds de las ventajas ya sedaladas, fos isOiopos



radiactivos, producen una sefal muy clara y focilmente detectable, sin que los
restantes componentes de la muestra o del entorno interfieran dicha sefal (Maggio,
et al, 1980; Blake y Gould, 1984,; Munro y Lasley, 1988). Con el RIA s¢ han
determinade hormonas esteroides en todas las especies imaginables (tanto
vertebradas como invertebradas) y en el hombre.

Las técnicas de analitica inmunorradiométrica (IRMA) introducidas por
Miles y Hales (1968) utilizan el anticuerpo marcado con el isétopo radiactivo, unido
# wna fase sdlida, para la determinacidn de antigenos o anticuerpos, Hay varios
tipos (Catty y Raykundalia, 1988):

- Andlisis de inhibicidn del anticuerpo marcado: El antfgeno (hormona) se
adhiere 2 una fase s6lida y 1a unidn con ¢l anticuerpo marcado es inhibida por la
presencia de antigeno libre. La fase sdlida suele ser: tubos especiales de plastion
o placas con pocillos, que se cuentan separadamente. Este tipo de andlisis es mas
senciilo que el RIA y la fase de separacidn tan compleja de reslizar, estd sustitufda
pot una de lavado.

- Andlisis Sandwich o de "dos-sitios™ Un primer anticuerpo se adhiere a una
fase sdlida, a €] se une ¢l antfgeno y la unitn se detecta mediante la adicién del
mismé anticuerpo especifico marcade.

- Anilisis con antiglobulina marcada radiactivamente: Es similar al anterjor,
pero el segundo anticuerpo es una antiglobulina marcada,

Estos dos tipos de andlisis poseen las mismas caracterfsticas que ¢l primero;
sin embargo, no se utilizan en la determinacién de hormonas esteroldes, debido
a que al ser sustanclas de un peso molecnlar muy bajo (200-300), no pueden unirse
& dos anticuerpos simultdneamente (Abraham, 1975; Van Weemen y Schuurs, 1976;
Munro y Lasley, 1988).

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



evidansia o en gran sdmero de evewigaderes (Schwens y Yan Weemen, 1950,
Rind Fahoey o8 ok, 1581 Blake y Gawld, 1%4- Tizwen, 1985 Maare y Lasisy, 1983)
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sustituyendo Jos 16topos radiactivos por otras sustancias marcadoras, de tal manera
que 1as 1écnicas resubhiantes reuniesen 1odas |as ventajas de las 1écnicas radiactivas
(RIA ¢ IRMAY), evilando sus grandes inconvenisntes, sobre 1odo ia utilizacion de
1a radiactividad. E} manejo de aquellas sustancias no implica riesgos para la salud,
o és10s son minimos y se pueden evitar totalmente si se trabaja co las condiciones
adecuadas. Estas sustancias poseen una larga vida y su eliminacién no plantea més
inconvenientes que los de cualquier sustancia quimica que se utilice en el

laboratorio,

Los marcadores no isotdpicos mis utilizados para la determinacion de
hormonas esteroides son los enziméticos, seguidos de los quimioluminiscentes ¥
{luorescentes (Maggio, et al,, 1980; Kohen, 1980; Riad-Fahmy et al,, 1981; Arakawa
ctal, 1982, 1983; Kim et al,, 1982, 1983; De Boever et al., 1983, 1984, 1936; Benoft
¢t al., 1984; Blake y Gould, 1984; Tsuji, 1987; Munro y Lasley, 1988). También se
han empleada bacieridfagos (Andrieu et al, 1975), coenzimas {Kohen et al., 1978)
y ultimamente se esid incrementando el vso de radicales libres estabies, a madida
que & va consiguiendo aumentar 1a sensibilidad de cstos sistemas de deteccidn
{Munro y Lasley, 1988).

Los cnzimoinmunoandlisis (EIA) para esteroides, hicieron su aparicitn a
principios de la década de los setenta con los trabajos de Van Weemen y Schuurs
{1971, 1972) para la determinacién de estrégenos. Simulténeamente, otra grupoe de
investigadores (Engvall y Perlman, 1971, 1972} publicaron una variante de estos
métodos  inmuncenzimiticos que denominaron ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay o ensayo enzimdtico unido a un inmunoadsorbente), pars la
cuantificacin de IgG de conejo, sisterma que ha side adaptado posteriormente para

la determinacién de todo tipo de esteroides.

Los enzimoinmunoandlisis han tenido una gran aceptacién en todo ¢l
mundo, constituyéndose fa mds clara aliernativa al RIA y técnicas afines, al poseer
unas caracterisiicas especiales {Tijssen, 1985): sensibilidad, especificidad y
detectabilidad muy elevadas. Son unos métodos de andlisis muy ripidos y simples,
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Su reproducibilidad es sencilla y la evaluacién objetiva. Se pueden realizar ep
pruebas de campo. No existen peligros de radiaciones, Los reactivos son
razonablemente econémicos y con una vida media larga. La versatilidad de los
ensayas puede ser incrementada significativamente por la gran variedad y
propiedades ::spccfﬂcas 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 RIA, utilizado principalmente en
investigacién, el EIA desde su aparicién haye sido enfocado hacia el dingnéstico
préctico, incluso para pruebas de campo, lo que en la endocrinclogfa veterinaria
puede ser en ocasiones fundamentat (Schuurs y Van Weemen, 1980).

Por otra parte, el EIA abarca una amplio rango de campas, siendo una pieza
fundamental en Ia investigacién y clinica de otras Clencias como Microbiologfa,
Virologfa y Farmacologfa (Maggio, 1980; Schuurs y Van Weemen, 1980}, Debido
2 esta diversidad de aplicaciones, existen numerosas clasificaciones propuestas para
estos métodos, aunque todas ellas son muy simitares:

Una primera clasificacion divide a estos métodos en Heterogéneos Y
Homogéneos {Wisdom, 1976; Van Weemen ¥ Schuurs, 1976, £979; Engvall, 1980;
Oellerich, 1983);

Los EIA Heterogéneas, dentro de los cuales se incluye el ELISA, estdn
basados en los mismos prineipios que el RIA: después de Ja formacidn de los
complejos haplenb {(hormona)-anticuerpo, es necesaria la separacion de las
fracciones unida/libre, mediante los métodos adecuados y determinar la actividad
de una fraccién, o de ambas. '

En los EIA Homogéneos (EMIT: Enzyme-multiplied immunoassay
technique, Rubenstein et al,, 1972} esta separacién no es necesaria, El principio del
método es similar al de la técnica bacteriéfaga modificada y la actividad
enzimAtica estd influenciada por la reaccién antfgeno-anticuerpo: la actividad de
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la enzima mareadora se reduce si s¢ produce la unién del conjugado hapteno-
enzima al anticuerpo especlfico. Esto es debido a que ¢l anticuerpo reduce la
afinidad del sustrato por el sitio activo de la enzima, bien por un impedimento
estérico, por un cambio conformacional de la enzima o imposibititando los camblos

conformacionales necesarios para la actividad catalftica.

Otro tipo de EIA homogéneo (EMTT) estd basado en la inhibicién de fa
enzima marcadora por la comjugacién al hapteno. La enzima marcadora es
reactivada, cuando se produce la unién del conjugado al anticuerpo especifico. En
ambos tipos de técnicas, la actividad enzimétiea determinada, dependerd de la
eoncentracién de hapteno libre en la muestra, que compite con el conjugado por
unirse a una cantidad limitada de anticuerpo especfico (Oellerich, 1983). En teorfa
esta téenica es ideal para la determinacién de sustancias de bajo peso molecular,
como es el caso de los esteroides; sin embargo, la presencia de contaminantes en
la muestra que aiteran la actividad de la enzima y su escasa sensibilidad (mg/ml o
todo 1o mds ug/ml) hacen que los pocos métodos que han sido presentados hasta
el momento no posean unas caracterfsticas que los hagan superiores a los ETA
heterogéneos (Dhar et al,, 1988). Otra gran desventaja es la sefinlada por Engvall
(1980), ya que al ser la enzima la pieza clave para ¢l desarrollo del EIA
homogéneo, se requieren unos amplios conocimientas en enzimologla, no

requeridos en ¢l caso del ELA helerogéneo.
Schuurs y Van Weemen (1980) clasifican los EIA heterogéneos en tres tipos:
Competitivos, inmunométricos y sandwich, siguiendo una clasificacién simllar a la

empleada con el RIA para la determinacién de antigenos.

Centréndose en los EIA heterogéneos, Voller (1980) los clasifica en tres
tipos, segiin se empleen para la delerminacién de antigencs o de anticuerpos:

- EIA de Competicion, para fa determinacién de anifgenos o haptenos.

- Técnicas Sandwich, para ia determinacidn de antfgenosy haptenos: sencillo
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El andlisis no competitivo de un sdlo sitio sigue unos pasos similares al de
competicién, pero en este case ¢l reactivo inmovilizado esid en exceso y Ja
incubacidn de las sustancias libre y marcada no s& realiza simultdneamente, sino
en fases sucesivas: primero se hace reaccionar la fraccién libre ¥ luego se aftade la
fraccién marcada en exceso, PAra que se una 2 la fraccién adherida, en exceso, a
Ia fase solida, que po haya reaccionado,

Este tipo de anilisis posee un gran potencial que todavia no ha sido
¢xplotado en su totalidad, pues se supone que con esta amplificacién (exceso de
reactivos) s¢ podrd incrementar, ain més, 12 sensibilidad de estas (écnicas
inmunologicas de andlisis.

Una clasificacion un poco més compleja s la aportada por Tijssen (1985)
que divide los EIA en:

- EIA de amplificacién de la actividad: AA
- EIA de modulacién de la actividad: MA.

Ambos tipos pueden ser homogéncos y heterdgenens y competitivos ¥ no
competitivos,

Tsth clasificacion estd basada en 1as limitaciones y los potenciales inherentes
de cada método.

En los andlisis de AA se utiliza un gran exceso de inmunorreactivos con el
fin de obtener la méxima sefal posible del compuesto que va a ser analizado, €5
decir, se amplifica Ja sefal producida.

En los anslisis de MA, la cantidad de inmunorreactivos es limitada y
depende de la modulacién de la seial producida como resultado de la competicidn
de las moléculas problema, sin marcar y las marcadas, por la cantidad fija y
limitada de anticuerpo, Los andlisis utilizados para la determinacién de hormonas
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esteroides s encueniran dantro de este grupa: ELA heterogéneo competitivo da
MaA,

Alpusds gutored conplean el principio de competicitn pero de una formg
hgerameme distinta: Sadeh et al. (1979) wilizaron un métado parz Ja
determinacita de estradiol-178, en ol que se utilizan dos anticuerpos: ¢l primerg
tami-E2) se une 2 una fase solida (tubos de poliestirena), despuds se anads una
menda eomputsts por la muestra 2 determinar {estradiol libre) y estradiol
eomjughdo 4 dinftrofenil-liting (DNP), Se establece |a reaccion de competicitny se
forman log complejos E2-DNP/Anti-E2 y E2/Anti-E2, Para ponerlos en evidencia
se adicions un eomfugado 1gG-ani-DNP/HRP, que s unird a los complejos E2.
DNP/Ani-E2. Despuds se adadird el sustrato y se procederd a la lectura de la
reascitn, La sensibilidad que se aleanta con esta técnica es de 10 pg/tubo, pero su
repeiihilidad 20 ¢4 constante de unos ensayos a oteos (% C.V, inter-ensayos = 33),
b que wnide a b enmnplejidad del método hace que no haya vuelto a repetirse,

Elder y Lowss {1985) introdujeron un método inmunométrico en microplaca
para Ja dnermdnacidn de cortisol y testosterona: en uns primera fase se adhiere 21
estrroide unidn eovalenternente 2 una proteina (tiroglobuling), a 1a fase solida; en
0 sepatds puio so afiade ef amticuerpo especifico ¥ la muestra problema o las
weentraciones estimdar d¢ hormona, Finalmente, se afade unm segundo
sarinaenpa, 0i-igl3 marcads eon I enzima, Ea la litgratura existe un precedente
sy popeide (Yerds ot al., 1980) basado en ol sistema peroxidasa-antiperoxidasa
Gun 2 ol encargado de evidenciar el complejo 1estosterona-anticuerpo, pero &l
bl ora gy g sensible (mite de deteecion = 100 pg/mi) y complicade de
Hecuie, sit que boyan exinido publicaciones posteriores,

Frakash et al. (Y587 introdujeron i enien del segundo anticuerpo para la
desatiingditn direr de progritseona en plasma bovino. En la primera fase, se
aliiiere @ ba fase s3dn un antieuerpo anti-lgCh, especifico para Ja especie en la que
5 ba dorseniliade of antiowerpo anti-progesterena, En un segundo paso se afaden:
W amana problesa o essindar ¥ i conjugada hormona-enzima y despoés
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ripidamente el anticuerpo especffico anti-progesierona. Con cllo tienden a
minimizar 105 efectos de un mal tapizado de los pocilios de la microplaca, con ¢l
anticuerpo espeeifico, produciéndose errores en la estimacidn de la muestra y a
evitar Jos efectos indescables producidos par el tiempo que transcurre desde que
s¢ ahade la mezcla muestra-conjugado, ¢n el primer pocillo, hasta el (ltimo, tal y
como sefialaron Munro y Stabenfeldt (1984},

E] método més reciente es ¢l aportado por Meyer ot al. (1990). Se wata de
un E{A amplificado para la determinacion de esiradiol-178 empleando el sistema
estreptavidina-biotina, con una previa inmuno-cromatograffa de afinidad de la
muestra. Este método s complicado (tapizado de la placa con el primer anticuerpo
- g6 anti-concjo; retapizado con BSA; adicion de los estédndares - 15-0.12 pg/50
41+ muestra + biccitinil-estradiol; estreptavidina-HRP; adicidn del sustrato; medida
a 450 nm) pero sus sutores lo sefialun como el méas senzible conseguido hasta
abora: 120 fg/pocillo y segin ellos, el dnico capaz de determinar las
concentraciones plasméticas de E2 en bovino, tanto en machos como en hembras,
de todas las edades y estadlos fisiologicos, de una manera fiable.

Otra carzcterfsiica que ha influide en el desarrollo de los EIA para la
determinacién de hormonas esteroides, ¢s ¢l concepto de homologfa y heterologia
introducido por Van Weemen y Schuurs (1975} para su EIA de esurdgencs (E2 y
E3): Un método &5 homdlogo cuando se utiliza el mismo derivado esteroide para
la produccitn del anticuerpo especfica y para la conjugacion a la enzima, En el
heterologo se utilizan dos derivados distintos para el inmundgeno v el conjugado
enzimdtico. Este nuevo concepto s¢ introdujo debido a que el anticuetpo especifico,
no s8lo reconoce antigénicamente Ia molécula de hormona esteroide para Ia cual
ha side producido, sine que también existe un reconociniento antigénico del
derivado empleado para 1a conjugacion el porador, con lo cual,la especificidad del
método aumenta, pero fa sensibilidad disminuye, al presentar ¢l anticuerpo mayor
afinidad por el conjugado enzimdtico que por ¢l esteroide sin marcar y que debe
competir con €ste en ¢l ensayo para unirse al anticuerpo. Este problema se puede
subsanar mediante la introduccion de 1a heterologia, que disminuye 1a afinidad del
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anticuerpo por el conjugado enzimdtico, aumentando por comsiguiente |a
sensibilidad, al permitiz una mejor competicién con la hormona sin marcar
{Abuknesha y Exley, 1978). Van Weemen y Schuurs (1975, 1976), describen tres
tipos de heterologfa: de bapieno, de posicion y de enlace. En la heterologia de
haptena se utilizan dos haptenos distintos pero refacionados estructuralmente. Este
tipo de heterologa no ba sido muy wilizada, ya que debido a la quimica especial
de las hormanas esteroides, la sensibilidad de estos métodos no ¢s muy buena (Van
Weemen y Schuurs, 1976). En la heterologla de posicion se utiliza el mismo
derivado hapténico pero en carbonos o posiciones distintas (& 0 #). El $himo tipo
de beterologla consiste en sintetizar derivados con grupos distintos, bien en la
misma posicion o en otra diferente. Los tipos de heterologfa més utilizados han
sido los dos Ultimas, bien sélos o combinados, lo que se ha reflejado en una gran
cantidad de publicaciones (véase cuadra).

Generalmente se recomienda la combinaci6n de los dos tipos de heterologfa,
sobre todo para los métodos de determinacion de estradiol-178 (Abuknesha y
Exley, 1978; Van Weamen y Schuurs, 1979; Riad-Fahmy et al,, 1981) en los que es
necesania una gran sensibilidad. Sin embargo, también s¢ han desarrollado una
serie de métodns bomdlogos con unas caracterfsticas similares a los heterdlogos en
cuapo a eapecificidad y sendbilidad, (Dray et al, 1975; Tateishi et al, 1977; Sauer
et al. 1982 (b); Maurel ot al, 1986; Marcus y Durnford, 1988) par lo que se sigue
imvestigando la influencia de este factor en ¢l desarrollo de estas tdenicas analfticas,
(Sauer et al, 1989 2, b).

Existen una serie de criterios que hay que lener en cuenta para proceder a
ka puesia a punito da estas 1&cnicas EIA. Estos van unidos a la quimica especial de
Jas maléculns esteroides, que poseen unas caracteristicas responsables de varios
problemas para desarrollar un andbisis inmunolégico: son moléculas con una
estructora quimica muy parecida, derivan todas ellas del misma ndcleo de 4 anillog
¥ bl 1e diferencian en los grupos Fancionales unidos generatmente a los carbonos
3y 17. En ¢ desarrollo de la mayoria de los andlisis inmunoldgicos competitivas,
la moléeula estervide debe ser manipulada no solo para la formacién del
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inmundgeno con el que se reatizar4 ta produccién del anticuerpo especifico, sino

también para la conjugacién a la enzima. Para estas conjugaciones se emplean

grupos Feactivos que estén presentes en la molécula o los que se introducen

artificialmente. La introduccién de estos grupos se debe realizar dejando libres los

grupos funcionales que son los que determinan la actividad hormonal y la potencia

del esteraide (Munro y Lasley, 1988). Por ello, hay que tener &n cuenta una serie

de criterios utilizados por los distintos autores (Van Weemen y Schuurs, 1976, 1979,
Exley y Abuknesha, 1978; O’Sultivan et al, 1979; Maggio, 1980; Clark y Engvall,
1980 Blake y Gould, 1984; Munro y Stabenfeldt, 1984 Tijssen, 1985; Van de Wiel
y Koops, 1986; Prakash et al,, 1987; Munro y Lasley, 1988; Sauer et al., 1982a y

1989 a, b):

Fleccién del método: EIA o ELISA, método de separacién de
fracciones, tipo de andlisis: homélogo o heterdlogo.

Produccién del anticverpo especifico: eleccién del inmunégeno,
especie animal, método y pauta de inmunizacién, caracterizacién del

antisuero o del anticuerpo.

Eleccién de la enzima adecuada, elecci6n del derivado esteroide para
la conjugacién, optimizacién del método de conjugacidn, purificacién
y caracterizacién del conjugado,

Establecimiento de las condiciones del método de andlisis: fase
sélida, soluciones tampén, tiempos de incubacién, diluciones de

trabajo de los distintos reactivos, temperatura, pH, ete.

Validacién det método de andlisis y cdlculo, evaluacién y expresidn

de los resultados,
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L.- ELECCION DEL METOR( DE ANALISIS: EIA O ELISA.

Estd determinada principalmente por dos factores: E| métado de separacidn
de fracciones unida/libre y la homologfa o heterologfa,

Como ya kemos sefalado, en los métodos heterogéneos esta separacidn es
necesaria después de la reaceién inmunoldgica, con el fin de detectar y cuantificar
la hormona sin marcar, Bisicamente existen tres tipos de métodos de separacién
de las fracciones unida al anticuerpo y libre: métoda DA o de doble anticuerpo,

método DASF o de doble anticuerpo en fase sélida y método de separacién en
fase sélida mds conocido, como ELISA.

En el método DA se incubar |13 muestra problema, o estdndar, junto a una
cantidad limitada de anticuerpo espectfico. Después se afiade el conjugado
normona-enzima y se deja reaccionar. Al final de esta incubacién se afiade un
segundo anticuerpo; 1gG anti-especie, en la que se produjo ¢l primer anticuerpo,
Gue se une a las fracciones unidas al primer anticuerpo. Se incuba un tiempo mis
largo (toda Ia noche). Después se centrifuga, ¢ precipitado se lava dos veces, se

redisuelve en la solucién sustrato y pasado el tiempo necesario se procede a la
lectura de la reaccién.

El método DASP es similar, pero en este caso, el segundo anticuerpo estd

unido a una fase sélida lo que hace mds sencilla la precipitacién de todo el
complejo,

La actividad enzimética puede ser determinada en cuglquiera de las dos
fracciones (libre o unida), Schuurs ¥y Van Weemen (1980) recomiendan
determinarla en la fraccién unida por varias razones: se eliminan fhcilmente
sustaneias de la muestra que interfieren en ol ensayo, la reaccién enzimdtica se
puede llevar a cabo en las condiciones ptimas y, por ﬁlt.imo. no se necesita una

purificacién tan estricta dei conjugado, de tal manera qQue aunque exista enzima sin

conjugar ésta no altera Jog resultados, al ser eliminada,
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E1 método de separacion en fase sélida (ELISA de competicidn) es el mds
atilizade en |a actunlidad, ya que mediante ¢l volcada o succionado de las distintas
fascs de 1a reaccion, seguidas de una serie de lavados, se realiza esta separacion de
fracciones, eliminando totalmenie Ja fase libre.

Una cantidad fija y limitada de anticuerpo especifica se fija a la fase sdlida.
G reatiza un lavado para eliminar el anticuerpo que no haya reaccionado. S¢ anade
una mezcla compuesia por la muestra problema, o estdndar, y el conjugado
hormona-enzima, Se realizan lavados para eliminar |s fraccion libre y para ¢liminar
12 enzima residual sin conjugar. La fraccion unida marcada se determina mediante
I3 adicion del sustrato y la lectura de 1a absorbancia de! color desarrollada,

En cuanto al tipo de andlisis: homélogo o heterslogo, toda la bibliograffa
consullada (véase cuadros) no aclara de manera definitiva las ventajas de la
eleccitn de uno v otro métado, ya que ¢l mimero de andlisis de yno y otro tipo ¢
muy similar, deduciéndose que 1a eleccion dependerd, en gran medids, de los
derivados esteroides que ¢stén at alcance de cada laboratorio (s(ntesis propia o
comerciales).

1. PRODUCCION DE ANTICUERPCS POLICLONALES ESPECIFICOS
FRENTE A HORMONAS ESTEROIDES,

Para 1a obtencién de anticuerpos policionales con una especificidad elevada,
requerida para ¢i desarrollo de cualquier tipo de inmunocandlisis, s¢ debe seguir una
cuidadosa estrategia de produccién y de control de calidad de los anticuerpos
{Hurn y Chamtler, 1980; Tijssen, 1985; Canty y Raykundalia, 1988).

La produccitn de anticuerpos espectficos frente a sustancias de bajo pesa
molecular (inferior a 1.000), estd basada en los trabajos de Landsteiner de Jog
primeros afios de 1a década de los veinte (revisados en su trabajo de 1946), en los
que demostré que dichas sustancias adquieren poder antigénico cuando son
conjugadas quimicamente a sustancias que lo poseen "per se” (sustancias de elevado
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peso molecular, como por ejemplo, prote(nas), funcionando como haptenos,

Los primeros intentos de produccién de anticuerpos policlonales frente a
esteroides se remontan a 1925 con los trabajos de Sachs, et al. Estos autores,
produjeron anticuerpos frente a colesterol en conejes, inmunizando estos animales
con una mezcla de colesterol, lecitina y suero porcina. Sin embargo, hasia el final
de la década de los cincuenta y principios de los sesenta, no se consiguié pradueir
anticuerpos policlonales frente a esteroides, lo suficientemente especificos ¢como
para poder ser utilizados en la cuantificacién de estas sustancias. Dos grupos de
investigadores, pertenecientes a distintas Universidades Amerleanas, desarrollaron
unos conjugados esternide-protefna apios para la produccién de estos anticuerpas.
Porun tadd, el grupo de Ya Universidad de Cotumbia: Erlanger et al. (1957, 1959)
que adaptaron el método de la mezcla anhidra pera conjugar el esteraide a la
protefna transportadora (atbdmina sérica bovina), a través de los grupos amino de
los resfduos de lisina. Por otro lado, el grupa de la Universidad McGill; Goodfriend
y Sehon (1958, 1360 y 1961) que conjugaron esteroides, via enlaces carbamido, a
los reslduos de lising de protefnas transportadoras (albumina sérica bovina,

albimina sérica humana, albimina sérica de conejo y ovoalbimina), empleando
la reaccién de Schotten-Baumann.

Ambos méiodos han sido empleadas por los distinto autores, siendo ef
primezo ¢l mds ampliamente utilizado ¢ incluso mejorade (Dawsen et al., 1978),

Los métodos de produccién de anticuerpos policlonales espectficos son los

mismos para cualquier tipo de técnica inmunolégica de determinacién de hormonas
esteroides (RLA, EIA, ete).

La produccién de estos anticuerpos policlonales est4 basada en 12 1eorfa de

seleceion clonal de Burnet (1959), que explica a nivel molecular y celular, la

dindmica de 1os Procesos que tienen lugar "in vive®, durante el proceso de

inmunizacién y que dan comg resultado la obtencién de anticuerpos altamente
especificos para las sustancias frente g Jas que son producidos,
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En sintesis esta teorfa se puede explicar de la siguiente manera: un precursor
linfocitario s transforma en una estructura Fab de un anticoerpo sin instrucciones
procedentes de un antigeno (anticuerpo preformada). Un antigeno que lleva
instrucciones especificas para conformar este anticuerpo preformada se combing,
al azar, con una estructura seleccionada del anticuerpo (receptor de membrana),
praduciendo un estimulo especifico para ¢l crecimiento y Ja diferenciacidn de
linfocitos, con 1a formacién de un clon de células secretoras de anticuerpos. La
seleccion y estimulo de las células productoras de anticuerpos, pot un antigeno, ¢
upa reaccion bioldgica cuyo curse no pueds precisarse com anelacidn. La
especificidad del anticuerpo viene por tanto determinada por la seleccion de un
grupo de linfocitos B con los que ¢l anticuerpo sufre una interaccidn o unidn,
durante la inmunizacién. Todavia no ba sido posible desarrollar wa métada de
inmunizacion convencional que conduzca a la estimulacién de un solo clon de
linfacitos. Por ello, la afinidad, especificidad y concentracion de los anticusrpos, &n
un antisuere policlonal, posee un caracter altamente individual, que s¢ refleja en
la elevada variabilidad individual que s& produce en los animales sometidos al
mismo proceso de inmunizacion, con la misma sustancia, aundque este efacto s
consigue disminufr utilizando el misma lote de inmurdgeno para 1odos log anirmales
y et todas las inmunizaciones {Forest et al, 1976).

La aplicacion practica de esta teorfn a los procesds convencionales de
produceion de anticuerpos, (Tateishi, 1980) ha dado como resultado ln obtencién
de anticuerpos policlonales con una afinidad muy elevada lo que se ha renlizado
mediante 1a activacion inespecifica de los clones de linfocitos-B, formadores de
anticuerpos de 10s esteroides, que causen una fuerts reacci6n cruzada con ¢l
esteroide frente al que se esta produciendo el anticuerpo.

Dresser (1977), Tijssen (1985) y Canty y Raykundakia (1988) sefalan ias
pautas generales a scguir y Jos factores basicos que determinan la respuesta inmune
para la formacién de anticuerpos policlonales especificos, puesto que consideran
que esie proceso es altamente emplrico:

A Eleccién del inmundgeno.



B..  Eleccidn de la especie animal que va ser inmunizada,

C.-  Proceso de inmunizaci6n.

D. Titulacién del antisuero.

E.  Obtencidn, purificacién y almacenamiento de los anticuerpos
producidos.

Fr  Caracterizacidn de Jos anticuerpos (Control de calidad).

A~ ELECCION DEL INMUNOGENO:

Esta eleccion es clave para la obtencidn de unos anticuerpos con elevada
afinidad y especificidad, necesarias para el desarrollo de cualquier méiode
inmunolbgico de anlisis hormonal. Dentro de este capitulo existen una serie de
factotes que hay que tener en cuenta: naturaleza del inmundgeno, su pureza y sy
inmmunogenicidad relativa; relacion de este inmundgeno con el hospedador, forma
fisica del inrundgeno y adyuvanies en los que va a ir inclufdo.

Como ya hemos sefalado anteriormente, 1as moléculas esteroides no posean
eapacidad inmunogémica "per se”, al poseer pesos moleculares que oscilan entre 200
¥ M0, por lo que &5 necesario conjugarlas a proteinas transportadoras, o carrier,
actuando en este conjugado como haptenos. La especial quimica de los esteroides,
ayyes moléeulas derivan de un mismo ndclea formado por cuatre anillos
bencduicos, diferencidndose tan stlo en los grupos funcionales unidos a
determinados carbonos (C3 y C17) y en la longitud de la cadena lateral, crea un
verdadero problema a la bora de elegir ¢! punto por el que el esteroide va a ser
worjugado ol portador, puesio que de esta eleceion van a surgir unos antlcuerpos
capaces de discriminar perloctamente el esteroide, frente al cual se ha producido
la inmunizacifn, de otros muy préximes estructuralmente. Para realizar esta
sonjugacion, la muyorfs de las hormonas esteroides deben ser manipuladas, con el
fin ds sintetizar derivados con grupos quimicos reactivos a través de los cuales se
pueda efectuar dicka conjugacion. Bauminger el ak. (1974) describen cuatro puntos
eseciales para ¢! disefio éptime de Jos derivados estercides que vayan a actuar
camo baptenos en la produccidn de anticuerpos especificos frente a éstos:
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- La posicion de 1a molécula esteroide en 1a que se realiza la introduccitn
del grupo. Lo mas sencillo ¢s realizarla en uno de los grupos funcionales de los
carbonas 3, 17 y 20, tal y como lo hicieron los primeros autores que produjeron
esios anticuerpos (Lieberman et al, 1959 Abraham, 1969; Goodfriend y Sehon,
1970; Thorneyeyoft et al, 197 Van Weemen y Schuurs, 1972), El resultade fue a
abtencién de 1unos anticuerpos paco especificos, que presentaban un gran nimero
de reacciones cruzadas con atros esteraides, debido a que estos gropos (C17y C20)
son puntos de ataque de las enzimas que metabolizan los esteroides, lo que
potencia las reacciones cruzadas con los metabolitos esteroides, muy abundantes en
los fluidos bioldgicos (Bauminger et al., 1974). Lindner et al. (1972) sedalan que
Io mejor es evitar los grepos funcionales de la molécula, que son los que les
confieren Ia aetividad hormonal y la potencia de ese esteroide, ademds, 1a sintesis
de los derivadkos deberln realizarse en una posicidn Temota de estos grupos, o que
es totalmente factible, puesto que adn quedan muchas posiciones ex ¢l nicleo
esteroide (anillos B y C) y en la cadena lateral (Kellie et al, 1975). Por ello, los
distintos grupoa de autores han desarrollado distintos derivades hapténicos en
diversas posiciones de las moléculas de Jas hormonas esieroides {C1, C6, C7, C1),
C15y C19) (& © B) {véase cusdros de autores), con 12 oblencidn de unos resuliados
muy diversos, aungue en la mayorfa de log casos con un Aumento de la
especificidad de los anticuerpos producidos. En algunas acasiones, sin embarge, la
statesis de derivados fuera de los grupos funcionales no es sencilla de efectuar y
muchas sutores ban utilizado la posicién C3 debido a que estd muy alejada de lob
grupos funcionales del anilio D; ademds, Fxley y Woodhams (1976) indican que 1a
pobre especificidad de los anticuerpos producidos frents 3 estos haptenas, 8o
depende stla de la posicidn, sino del empleo de inmunégenes con un grado de
pureza insuficients, generalments debido a una sintesis inadecuada, en la que 3¢
produce una contaminacldn con derivados en posicién C17. Por ello, y una vez
obtenido un Enmunégeno con ¢f grado de pureza requerido, muchos autores
empleando et €3 ha conseguido producis anticuerpos con una especificidad muy
tlevada (véase cuadros de autores).

- La orientacién de 1a unién de! grupo quimico reactivo, respecto al niicko
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estercide, que controla ¢ lado de la molécula expuesto (e o B), es otro facigr
importante en la produccidn de anticuerpos frente a estas hormonas, tal y comg
sebalsn Exley y Woodhams (1976) y Grover y Odell (1977). Estos ultimos hacen
upa revisidn sobre el efecto del fugar de derivacion y la estereoquimica de Jos
waendgenns wiilizados para la produccidn de anticuerpos frente a E2, P4y T,
relaciondndolas con la especificidad de los mismos. Esios autores indican que los
derivados que son coplanares con el nicleo esteroide, es decir, que su orienmacion
espugeal esid viruada en ¢l mismo plano del anillo aromdtico en el que esudn
wnidod, producen anticnerpus allamente especificos, ya que de esta manera, al
cunjugarka al carrier, Ja molécula esteroide sobresale mis que en los casos en jos
gt s utiliza ua derivado acoplado en el plano axial. Derivados coplanares, por
ejemyda som: E26CMQ, E2-11aHS, T-116HS, T-3CMO, P4-11aHS y P4-3CMO,

» La naturaleza quimica del puente o entace de unidn y la longitud ds este
snlace: Estoraide-{CH2)n-BSA. Este es ¢ llamado “Efecto enlace”, que algunos
axisees postutan como problema clave para el desarrollo tedrico y experimental de
tes mbtaddng de determinacidn inmunologicos (Franek, 1987), puesto que 1a unidn
dtl exteroids, que actua como bapteno, a los receplores especificos de superfice
de Jos Hefnches B, pueds estar influenciada por una interaccion estérica entre el
vecegir y i poveidn earrier del inmundgeno. Por ello, los antisueros anti-esteroide
estfn formados por una poblacién de anticuerpos que posee  distintas
expecificidades, ¥ por lo mepos, una porcién de esa poblacion de anticuerpos
recuiace, no w0 I estructura del esteroide, sino también la estructura del enlace
o pueme do unidn. Existen varias teorfas para la solucién de este problema:
Hazonda et al. (1986) proponen uiilizar enlaces largos en el inmunégeno acortando
bow del mupeador. misniray que Tiefenaver y Andres (1984} recomiendan el
acortamiiento del enlace en ef inmundgeno. Otros autores (Corrie et al., 1980) se
Inatinan por el uso de una cadena recta en el puente de unién derivado esteraide-
watrier ¥ ua pusnte sustancialmente largo y ramificado en el marcador. En estos
fendmenos entd implieado ol vso de Ja homologfa y heterologfa, va que los aulores
refaciepan ¢l “eferio enlace™ no 3610 con la estructura del inmundgeno, sino
Tanizién con la del marcador, en cuanto a la especificidad y sensibilidad de Jos
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métodos inmunolégicos de andlisis hormonal. A pesar de la gran cantidad de
estudios realizados, tanto 2 nivel molecular (Franek, 1987) como empfrico
(Tiefenauer et al, 1989), los resultados son atin confusos, siendo necesario un
estudic més profundo y extenso,

Los factores anteriormente revisados afectan a la especificidad de los
anticuerpas; sin embargo, hay que tener en cuenta que el procese de inmunizacidn
estd influenciado por otras caracterfsticas de! inmunégeno que a'fcctan ala
intensidad de la respuesta inmune: .

- La naturaleza del carrier elegido: 1a protefna mds utilizada ha sido la
afbdmina sérica bovina (BSA) desde que en 1957 Erlanger et al,, desarrollasen sus
conjugados esteroide-proteina mediante 12 conjugacién del esteroide a los residuos
de lisina presentes en la molécula de BSA. Kellie et al. {1975) aportan una serie
de razanes para la eleccién de BSA como carrier: su estructura se conoce con todo
detalle, posee un gran mimero de resfduos de lisina {59}, se puede adquirir en un
estado de gran pureza y, sobre todo, cuando se une al derivado esteroide es un
excelente inmun6geno. Se han utilizado también otras protefnas como por ejemplo:
albiimina sérica humana (HSA), albtimina sérica de conejo (RSA), ovoalbimina
{OA) (Goodfriend et al., 1961, 1970} y tiroglobuiina (TG) (Bauminger ¢t ai., 1974;
White et al,, 1985). De todas ellas, la tiroglobulina es 1a que presenta un mayor
nimero de grupos amino disponibles para la conjugacién, produciendo anticuerpos
altamente especificos,

- La incorporacién molar del esteroide a la protefna, que va a depender en
gran manera de la relacién inicial esteroide/protefna, de las caracteristicas del
carrier y del método de conjugacion. Como podemos observar en los cuadros
resumer, tos distintos autores ¢émplean una variedad de relaciones molares iniciales,
dependiendo del carrier y del método de conjugacién. Sin embargo, tal y como
indican Niswender et al. (1973), los inmunégenos que poseen una relfacién molar
inicial esteroide-proteina inferior a 20:1 no poseen caracterisijcas antlgénicas lo
suficlentemente fuertes como para producir anticuerpas de elevada especificidad.
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Laos derivados (1amo los que componen los inmundgencs, como los de Jos
conjugados enzimdticos) wilizados por los distintos awutores, para ei desarrollg de
les tdenicas ELISA para E2, P4 y T se encuentran reflejados en los cuadros

resutnen d¢ autores.

La formacidn de esos derivados s¢ puede realizar de varias maneras;
peneralinente comsiste en 1a introduccién de un grupo carbaxilo (HOOC) en la
mobicula eseroide, mediante la formacidn de ésteres hemisuccinatos (HS) o
carborimetit-oximas (CMO) (Erlangst et al,, 1957, 1959); también se uiilizan
glecurdaides v sulfatos; ésto presenta la ventaja de poder analizar directamente los
compusstos procedentss del metabolismo de las hormonas esteroides, sin hidrélisis
previa (Kellic ¢t ai, 1972, 1978; Nambara et ak, 1977, 1982; Shimada et al., 1982;
Tanaka et al, 198%). Existen una variedad de métodos de conjugacién de un
haptens (hormona) 3 fa proteina transportadora o carrier, estos métodos se utilizan
cambadn pata conjugar derivados esteroides a 4 enxima, por Jo que s revisan en
EORTGI,

Principalmente se wtilizan tres: Método de 1a mezcla anhidra (Erlanger et
sl 1957); Méodo de la carbodiimida (Sheenan y Hess, 1955) y Método de los
Gureres agtivos de N-hidroxi-suecinimida (Anderson et al., 1964). Los dos primeros
estdn basados en [a formacidn de uniones peptidicas, muy estables bioldgicamente,
ere un grupo earboxilo fcido (HOGC) del hapteno y los residucs €-amine de los
Brapus de hivina da la proseina (cartier o enzima),

La formacitn d2 las mezclas anhidras de los 4cidos s¢ lieva a cabo a baja
WEPRLAtrd, en uB obvente orglnico inerte. La reaccidn se produce en dos etapas:
en ia primera, se produce L4 reaccidn enire concentraciones equivalentes del 4cido,
2 izolwrii-clornformiaty y una amina terciaria (trietitamina), formandose la mezcla
Seidranhidra, esta reaccifn debe realizarse bajo condiciones anhidras, Ea la
sejumda etEpd, exta mecla es descompuenta por 1os grupos €-aming de los resfduos
4t Usioa de 18 proteina que va disuchia en agua, con una pequefa cannidad de
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solvente orgénico inerte, por lo que los solventes empleados en las dos fases deben
ser miscibles, 10 que reduce la eleccién a unos pocos; de entre ellos, &1 mis
empleado es 1a dimetil-formamida (Kellie et al,, 1975). Una ventaja de este método
es la relativa simplicidad de la sintesis, pero con rendimiento muy variable (1-509%),
aunque generalmente es del 20 al 30% (Kabakoff, 1980).

El método de la carbodiimida es el que primero se utilizd para unir los
derivados esteroides a BSA (Erlanger et 2l, 1957, 1959). La reaccién de las
carbodiimidas con grupos carboxilo para formar uniones amidas también dene lugar
&n dos etapas:

En la primera se forma una acil-urea {o-acil-isourea) activada (compuesta
intermediario) que en la segunda etapa reacciona, o bien con un grupo amino de
la proteina dande lugar & la conjugacién deseada, o bien puede formarse una N-
acil-urea. §i Ia reaccidn se realiza a pH 5,5-6,0 y a una temperatura de 0°C, se
consigue la activacion del dcido en forma jonizada y se evitan la formacién de acii-
ureas, que se forman a altas temperaturas (Bauminger et al,, 1980),

Las carbodiimidas més utilizadas son las solubles en agua: EDAC y CMC.

Como en ¢] ¢aso de 1a mezcla anhidra, el rendimiento de Ja conjugacién
varfa dependiendo de! sistema empieado (relacién molar injcial y tipo de CDi),
pero se sitda por 1£rming medio alrededor del 20% (Kabakoff, 1980).

Sauer et al. (1982) y Blake y Gould (1984} seilalan que con el uso de las
carbodiimidas puede existir una co-conjugacion entre las moléculas de enzima,
debido a que las acil-ureas intermedjarias son muy inestables y para conseguir la
conjugacién es necesario trabajar con un exceso continuo de carbodiimida. La
mezela anhidra, por el contrario, elimina esta co-conjugacién, puesto que la mezcla
anhidra imermediaria s6lo se forma en condiclones anhidras. Al afiadir la solucién
acuesa de la protefna, los grupos carboxilo de ésta no pueden formar anhidridas
por ellos mismos, prevaleciendo la reaccién de los grupos e-amino-mezela anhidra
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{Saver ¢t al., 1982).

El wrcer método es una variante del método de 1a carbodiimida (Anderson
et al, 1%64; Hosoda ¢t al, 1979). Consiste en la formacion de un éster activa dej
derivado esteroide haciendo reaccionar el grupo carboxile con N-hidroxi.
succimmida y una carbodiimida. Este ester activo se aisla en su forma sdlidy yse
adads & la protelna disuelta en una solucidn alcalina. Este dhtimo método estf
teniezado una gran aceptacién para la formacién de conjugados esteroide-enxima,
puesto que los autores que lo emplean {véase cuadros de autores} indican que no
se produce una pérdida de la actividad enzimética después de la conjugacion, se
putds disminulr la relacidn molar esteroide/protelna iniclal ¢on el mismg
rendimianto  post-conjugacién, obteniéndose ademds un  100%  ge
inmunorreactividad. Este métoda se ha empleado también para la conjugacion de
ghueurdnidos de estercides a BSA (Martox et al,, 1978).

B.- ELECCION DE LA ESPECIE ANTMAL QUE YA A SER INMUNIZADA,

Lira amticoerpos frente a esieroides se producen gencralmente en cuatro
expeeits animales: eonejos, ovejas, cabras y ratones. De entre ellas, el conejo ha
wio 1o mis wtilizada; en esta especie se realizaron los primeros intentos de
producir anticuerpos frents a esteroides (Sachs y Klopsiock, 1925; Sachs et al,
1915) ¥ como se puede observar en los cuadros resumen, es la slegida
mapitisemente por los autores para Is produccitn de anticuerpos policlonales,
dubide o Jas grondes vemlajas que posee esta especie frente al resto, Para la
elsetidn de wna eapecie bay que tmer en cuenta, en primer Jugar, las variaciones
welividuales existentes e %a respuesia inmune, por lo que es necesario inmunizar
v-aymmima&esi}meahmkmmmda,porsisedaelmdeque algin
azimal w0 produca Ia respussta deseada, o que en el curso de la inmunizacion
suffa 2ipin o de “secidente” que de hugar a su eliminacion. Por ello, el animal
elegide debe yer lo suficientemente grande para oblener un buen rendimicnta ¢n
cuania 3 volamen de plasm o suero, ficil de mantener y manejar (inmunizaciones
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¥ sangrias), resistente a las inmunizaciones y, ademds, producir un elevado titulo
de anticuerpos ¢n ¢} menor tiempo posible de inmunizacién (Dresser, 1977; Hurn
y Chamler, 1980; Vaitukaitis, 1981; Cauty y Raykundalia, 1988). El conejo reune
wdas estas caracterfsticas, produciendo anticuerpos policlonales idéneos para ser
empleados en las técnicas inmunoldgicas de anlisis hormonal, con una respuesta
excelente de IgQ especificas, ficiles de purificar, frente a los esteroides mis
variados, mediant¢ una inmunizacién a corto y largo plazo, sobre todo utilizanda
conjugados inmunizantes esteroide-albdmina sérica bovina, altamente antigénicos
pira esta especie, produciéndose s6lo una pequea fraccién de anticuerpos frente
aln albdmina. La edad de los animales es otro factor que hay que tener en cuenta,
Dresser {1977) sehala que se deben emplear animales jévenes pero ya adultos,
sanos y alojados en unas condiciones bajo las que no estén sometidos & ningdn tipo
de estrés. Los animales recién nacidos o muy jévenes no son aptos para la
inmunizacién, puesto que no poseen aiin la capacidad de producir anticuerpos o
posaen una inmunidad pasiva adquirida a través de |a placenta o la leche, que
interfiere los procesos de inmunizacion activa. Los animales viejos, poseen una
capacidad de respuesta inmune significativamente reducida, por lo que tampaco son
apios para los procesos de inmunizacién activa. Aunque por regla general no
existen diferenclas en la produccidn de anticuerpos entre sexos, en ¢l caso
particular de [a produccién de anticuerpos policlanales frente a esi¢roides, algunos
autores sehalan que ¢l sexo de los animales puede influlr en 1s respuesta inmune,
por lo que realizan la inmunizacién frente a hormonas femeninas en machos y
frente a hormonas masculinas en hembras, o machos castrados (Wickings ¢t al,,
1977).

En el caso de que se necesiten grandes cantidades de anticuerpos se utilizan
como productores de anticuerpos policlonales frente a esteroides, ovejas y cabras;
pero Su manténimiento es cara y su manejo ¢s mis complicado que el de la especie
anterior. Se suelen usar en las técnicas en las que se utiliza un segundo anticuerpo
{E1A con separacién DA a DASF),

Los ratones se utilizan en la produceién de anticuerpos monoclonales (Fantl
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et al, 1982, 1983, 1984; White et al., 1983). En la produccién de anticuerpos
policlonales frente & estradiol-178, progesierona y 1651061€10na, Su Us0 00 estd muy
exiendido porque ademds de proporcionar muy poca cantidad de suero o plasmg
por animal, ef Hulo que desarrolian no es moy alto (White et al., 1985) y varfa
enormemente de unas estirpes a otras, factor primordial a tener ¢n cuenta (Cany
y Raykundalia, 1988). Para la produccién de anticuerpos policionales frente a
Lestosterona s ka utilizado la estirpe CSTBL/6 (Tateishi et al, 1980) y la Balb/e
{White et al, 1985).

C. PROCESO DE INMUNIZACION.

Ex muy importante elegir la pauta de inmunizacidn iddnea para conseguir
un ako timlo d¢ anticuerpos en ¢l menor tiempo posible. Para ello, se debe decidir
1a farma en 1a que s¢ va & administrar el inmunégeno y teniendo en cuenta que hay
¢ué wiilizar la menor cantidad posible (Dresser, 1977), s¢ debe patenciar su
innmnogenicidad, ko que se consigue mediante el empleo de inmunopotenciadores
(adyuvantes), eligiendo 1 ruta mds iddnea de administracién, lns dosis y ¢l tsmpo
adseuadas, antrs inyeccionss y el tiempo total de la inmunizacidn (Catty y
Ruykundalia, 1988},

L3 utilizacidn de adyuvantes es esencial en la produccién de anticuerpos
policlonales frente 4 esteroides. Los més utllizados son los de Freund (completo e
incompleto) (véase cundros de autores). Estas sustancias son inmunopotenciadores
que amplian la respuesta humoral de los inmundgenos, activando uno o més
sectores def sistemna inmune (Tijsen, 1985). Los adyuvantes de Freund (1942) son
de natoralesa oleoss, estAn compuesios por un aceite mineral y una sustancia
estabifizams que Heva incorporada un emulsionante que permite consaguir
enisiones estables entre Ja fase acuosa (inmundgeno) y la oleosa. El adyuvante
completo Weva incorporado una dispersidn de Mycobacterium tuberculosis (0.5
mg/mi) insctivada por calor. Whitchouse (1977) sehala tres efectos muy
wporiantes relacionados con la intensidad de la respuesta inmune producida:
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a) Al ser inyectados (generalmente subcutdnea o intradérmicamente)
forman unos depdsitos, produciendo un desprendimiento prolongado
del inmundgeno desde el punto de inyeccidn, consiguiendo un

estimulo continuado del sistema inmune,

by El adyuvante completo induce la formacién local de granulomas
asépticos ricos en wacrdfagos y células inmunocompetenies

(monocitos}.

¢]  Minimizan el efecio tdxico que pueda causar el inmundgeno sobre el

animal,

Muchos autores (véase resumen) utilizan, ademis, otro inmunopotendiador
&n la primera inmunizacidn, generalmente Borderelfa pentussis Intramuscularmente.
Tateishi et al. (1980) desarrollaron un nuevo procedimiento de inmunizacién para
la produccién de anticuerpos policlonales frente a testosterons, con una reactividad
muy bafa frente a Se-DHT, induclendo la tolerancia de los linfocitos B mediante
la inyeccitn de la Sa-DHT conjugada a un copolfmero de elevado peso molecular
(copolfmero de #4cido D-glutdmico y D-lisina). Este conjugado se une
especificamente a los receptores superficiales de los linfocitos B causéndoles una
tolerancia irreversible frente a ¢sa sustancia, obteniéndose en la inmunizacidn
posterior, unos anticuerpos muy especificos frente a testosterona al eliminar
précticamente la reaccién cruzada con la Sa-DHT,

Las vias de administracién y las pautas de inmunjzacién son muy variadas,
pricticamente cada autor desarrolla una distinta y Ia sefala como la maés efectiva
{véase resumen). En e caso de conejo, la pavta de inmunizacién mis wiilizada ba
sido }a propuesta por Vajrukaitis et al. (1971) que consiste en la administracién de
miiltiples inyecciones subcutdneas o intradérmicas, de muy pequeno volumen (10-
100 1) en el dorso del animal {dibujo 1),
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%e ba comprobado quy el desprendimiento prolongado del inmuntgemo
davdy warios siios, prodece wba mayor estimulacidn do la respuesta inmune.
Edgawson el o, (Y978) propusioren uwnd paota de inmouhizacion distinta, medianse ka
sbmidiranidn mranmseslar dol mmundgeno (tres dosis cada dos semanm),
gk 92 impecdiomen dg resuendo, O hooslars, intravenosas, mensuales, ¢o3 ¢l
szl do lon apimales en Ja declmonovena semana. Estas dot pauts de
musEashie, oo alyuan visianks sepda iof awtares, han sido las méds wtilizadas en
ta pradinsin de ansinserpes prlidonales frente a estarvides (véase resumen) La
Samageiin & ta fnmesszazidn o8 un Belor qus puede determinar ha especificidad de
s apsenerpnd polichonales freate a eseroides (Thomeycroft ef al, 1970; Walker
b, THTE, Perest on 2k, 1978; Dawson et 2, 1978), va que s ha observado que
W medaves oronwlan que presenta of maiewerpo producido fremte B ot
shridion, Muranin & partiz de un cier Bempa del eomiento de la inmunizacitn
ilpndudiey ol vistoadprionn mex), 30 gue se obsarve wR sumento significativo del
iy A anviopRvpes, tultms B0 todos Ing amteres endn de acuerdo con ema
sliupauiiive Fores o1 8l (1978) bnfoan g bas reacciones eruzadas que presesian

s aomhenerpun Preme 4 soviowtercma denjoovon basta 237 a los 11 meses despuds
R SRR T, EATaRiEaTe.




D TITULACION DEL ANTISUERO,

A medida que se va produciendo ¢l antisnero es necesaria su titulacion para
comprabar si fa inmunizacion se estd realizando de forma correcta y s el animal
¢5t4 respondiendo bien a ella. Para ello, se exirae una pequefia cantidad de sangre
y s realiza Ia titulacién del antisuero. Generalmente, estas sangrfas se realizan diez
dfas después de las inyecciones del inmunégenn, aungue este tiempo es variable
(Wickings et al., 1977),

Existen gran cantidad de métodos para realizar la titulacién del antisuero,
que incluyen las téenicas inmunologicas basicas: reacciones cuantitativas de
precipitina o hemaglutinacién (Thorneycrofi et al,, 1970), precipitacion en geles de
Agar (Butler, 1980; Catty y Raykundalia, 1988), pero sin duda, ¢l método mds
empleado para detectar el tftulo de los antisueros producidos frente a esteroides ha
sido el RIA (véase resumen).

Estas titulaciones permiten determinar cudl es ¢l momento id6neo para

comenzar la obtencion y purificacién de los anticuerpos,

E.- OBTENCION, PURIFICACION Y ALMACENAMIENTO DE LOS
ANTICUERPOS PRODUCIDOS,

Una vez alcanzado un titulo aceptable de anticuerpos, se extrae de los
animales, el plasma o suera que contiene los mismos. La frecuencia y volumen de
las sangrias estd en funcién de la especie que se haya inmunizado. En el caso del
codiejo, la sangre se obtiene generalmente a partir de los vasos de la oreja {arteria
ceniral o venas marginales), o por puncién cardfaca, siempre bajo anesiesia, El
volumen que se suefe obtener en cada extraceidn oscila entre 20-30 mi/semana y
30-50 m/cada 2-4 semanas, dependiendo del peso de los animales, aunque en
trabajos recienies (Tliera et al,, 1990) se ha demostrado que se puede extraer un
volumen de 50 ml/semana de sangre sin que el animal sufra alteraciones en sus
funcianes, siempre y cuando se le deje un corto perfodo de recuperacion, antes de
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praciicarkt una Pueva extracciin,

En o ratones oo realiza una exanguinacién towal, siempre ¥ cuando el (frulo
haya sido acapeabie {White ef al., 1985),

En et casn de ka owejs no existen problemas en cuznto al volumen de sangre
(0 M0 mi/mensuales) que se pueds oblener, realizindose las extraccionas
generaimentt & party de la vena yugular (Catty y Raykundalia, 1983),

Mg wdus los mutores purifican las inmunoglobulinas contenidas en el
amigpete, Wachin de eflos (wéase resumen), se limitan & eliminar la pequepa
fracoidn d¢ antivwarpos producidos frente al portador, generalmente mediante una
adeoweldn g éston (métado de Thomeyeroft et al, 1970). El resio emplea
bhsoamente tres métindos de purificacion: rivanol, precipitacidn con sulfatos
(emisien @ sddien} con posterior cromatografia de intercambio ibnico o no
erestatopradia de aflonlad com Sepharosa 4B. La mayotfa de los amores climinan
n feaseidn de antiomerpes producids frante al carrier, mediante una adsorcion de
i IR

Let astimerpas policionales frente 3 esteroides son muy estables y se suelen
womgrear o bien congelados o Hofllaados, sendo este Ultimo ¢l método de
Heaiin, v eue permte . comervadion de los anticuerpos un perfodo mds
predssgmie dp Vismpe.

Fo CARACTEREZACION DE LOS ANTICUERPOS
HCONTROL DE CALIDAD),

Este dom parms o3 de suma importancia, puesto que, como ya hemos
soebiiadty wmERERaY, I quitica especial de las hormonas estercides hace que
s indingmnrabie W porfaeta caracterizacidn de los anticuerpos policlonales
jpreadetidis pasy wr wilizacds en Jas Wenicas inmunoldgicas de andlisis.
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E1 criteriv utilizade por la gran mayorfa de los autores (por no decir que
10dos), es ¢! propuesto por Abraham (1969, 1975) que incluye la determinacidn del
unlo de) anticuerpo, Ia afinidad del anticuerpo por su esteroide y la especificidad
del anticoerpo [rente a su ¢steroide y otros proximos estructuralmente. El tiule de
un anticuerpo se puede definir como aquella dilucién de antisuero o anticuerpo que
une el 5090 del esteroide marcado bajo unas determinadas condicionss. Qtros
autores (Boenisch, 1989) lo definen como la dilucidn de anticuerpo més alta que
resulie Gptima para el desarrolio de un método especilico.

La afinidad dei anticuerpo influye en la sensibilidad del ensayo, puesto que
¢f limite tedrico de sensibilidad estd determinado por la constante de afinidad. El
¢ilculo de esta constante ¢s complicado y en determinados casos no se Zuede
realizas, ya que es necesario aleanzar ¢! equilibrie termodindmico, 1o que no se
consigue todas las veces, como por sjemplo en ELISA de competicion (Munro y
Stabenfeids, (984), En estas técmicas se sustituye este pardmetro por el
"comportamiento o practicabilidad” del anticuerpo ¢n 1a gjecucién del ensayo, que
al igual que en la caracterizacién de los conjugados enzimiticos es ¢l que
realmente posee relevancia (Schuurs y Van Weemen, 1980; Blake y Gould, 1984).

La especificidad del antisucro o anticuerpo es un factor determinante para
que las caracieristicas de la 1éenica puedan ser aplicadas en su totalidad. Abraham
(1975) sedala, que cuanto més especifico sea ¢l método de determinacion, sl
iratamiento previo de 1a myesira serd mis sendllo o incluso inpecesario, y ésto
estd en funcidn de la especificidad del antisuero o anticuerpo, par el estercide
frenie al que ha sido producido. Esta especificidad se determina realizando las
pruchas de "reaccién cruzada”, que consisten en enfrentar distintas diluciones del
anticuerpo frente otros esteroides muy relacionados estructuralmente con el
estergide frente al que se ha producido el mismo,

La caracterizacién de los antisueros o anticuerpos obtenidos, estd inciufda
en la validacion de las 1écnicas inmunoltgicas de andlisis hormonal, de manera que
puedan ser wilizados en cualquier Jaboratorio, bajo las mismas condiciones.
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X- ELECCION DE LA ENZIMA ADECUADA.

Esa eleccidn es critica para una puesta a punto del métado en las
condiciones éptimas. Lo enzima apropiada para ¢ desarrollo de un EIA debe
reunit las sigrientes caracteristicas (Maggio, 1980; Riad-Fahmy et ab, 198]: Riake
y Clould 1984; Tijsen, 1985):

Iebe estar disponible con gran pureza a un precio asequible, ser
soluble y de fAcil preparacién,

- Elevada actividad especifica: baja K, para el sustrate, pero ala K,
para £ ;roducto,

Diebe ser estable y activa bajo las condiciones requeridas para los
ensavs (pH, composieitn de Jas wluciones 1ampdn, concentracion
idmica, etw.), especiabmente para una buena formacién de los
eempleion antigeno-anticuerpa,

En o entruetura deben existit grupos reactivos a través de los cuales
s pustan efectuar los procesos de eonjugacion: unién covalente con
tas bormonas, con la minima pérdida de las actividades enaimdtica
¢ inmane,

Les compugados enzima-hormona deben ser estables largo tiempo bajo
fas condicioees viuales de almacenamiento,

El ¢t ¢e andlisis para ka evahsacion del producto de la reaccidn
enzimdiiza debe ser econtmies, preciso y sensible, preferiblemente
empeetralotomdirico (end-point) y no estar afectado por [actores
preseries en 11 muesty,

Las smuimas. smsratos y eofactores no deben entrapar riesgos
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potenciales para la salud,

La enzima debe estar ausente de los flufdos bioldgicos.

Por iltimo, no deben existir factores endGgenos de la muestra que

afecten la actividad enzimética,

Las enzimas mas utilizadas en los EIA heterogéneos para hormonas
¢esteroides son: peroxidasa de rdbano picante (HRP), g-galactosidasa, fosfatasa
alcaling, penicilinasa, ureasa y glucoamilasa, Todas reunen las caracteristices
anteriormente sedaladas y las suyas propias {composicién quimica, procedencia,
sustratos, etc), Bosch ¢t al. (1980); Riad-Fahmy (1981); Oellerich (1983); Blake y
Gould (1984) y Tijssen {1985) han realizado unas revisiones muy extensas sobre
este tema, detallando las caracteristicas especificas de cada enzima (naturaleza
quimica, cbtencién y purificacién, propiedades cataliticas y cinética enzimdtica,
sustratos y cromoégenos), los métodos para deierminar la actividad enzimatica vy los
detalles précticos sobre la catdlisis enzimftica y su Inhibicién (efectos del pH,
temperatura eic., sobre ¢l fndice de reaccién de las enzimas). Sin etnbargo, hay que
sefalar que Ja peroxidasa de rabano picante (HRF) ha sida la enzima mds utilizada
desde ¢l trabajo pionero de Van Weemen y Schuurs (1972) para la determinacién
de estrogenos (véanse cuadros), quizds debido a su facilidad de conjugacidn a los
derivados esteroides y a la amplia variedad de sustratos y cromégenos que permiten
desarrollar técnicas de determinacién de la actividad enzimdtica, sencillas y

precisas.

Recientemente, Saver et al. (1989 a, b) han realizado un extenso estudio
comparando ¢l uso de cuatro enzimas (peroxidasa, fosfatasa alcalina, penicilinasa
y B-galaciosidasa) en un ELISA heterdlogo, ¢n microplaca y directo, para la
determinacion de progesterona en leche de vaca, relacionando estos conjugados con
lus condiciones del métoda y la sensibilidad alcanzada con cada uno de ellos. Sus
conclusiones apuntan que las coatro enzimas son apropiadas para la determinacién
de progesterona mediante este ELISA bajo las condiciones propuestas, sin
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inclinarse definitivamente por una, debido a que todas ellas producen unos anglisis

1o suficientemente sensibles,

Por otro lado, debe seleccionarse cuidadosamente el derivado esteroide
empleado para la conjugacidn a la enzima, En esta seleccion influyen varios
factores:

. El tipo de andlisis elegido (homélogo o heterélogo) (Van Weemen
et al, 1975; Exley y Abuknesha, 1977; Kabakoff, 1980; etc.).

. La posicién de la molécula esteroide en la que se realiza 1z
introduceidn del grupo.

- La paturaleza del puente o enlace de unidn y Ja longitud de este
enlace; Esteroide-{CHZ)n-enzima; Hosoda et al. (1980, 1985h, 1986),
después de realizar una serie de estudios sobre este tema, concluyen
diciendo que la sensibilidad de¢ los EIA se puede incrementar
wiilizando conjugados esteroide-enzima con puentes de enlace més
cortos que los utilizados en el inmundgeno. Explican este efecio
debido 3 la existencia de una interaccidn estérica entre el anticuerpo
y Ja enzima marcadora, que puede ser similar a la que se produce en
¢l proceso de seleccion clonal en el curso de la inmunizacidn, entre
¢! inmundgeno y el receptor de inmunoglobulinas situade en la
superficie de los linfocitos B, sin embargo, indican que seguirdn
realizando estudios sobre ¢f tema con el fin de determinar mejor la
influencia de este factor sobre el desarrollo de otros EIA

. La incorporacién molar de) hapteno a la enzima va a depender de la
refacién inicial esteroide/enzima, de las caracteristicas de la enzima
(n? de grupos disponibles para la conjugacién) y del método de
conjugacidn. Tal y como se puede comprobar en los cuadros
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Tesumen, fos distintos autores consullados han empleado uns amplia
variedad de relaciones molares iniciales esteroide/enzima. Para cada
enzima, los autores encuentran iddnea una relacién molar inicial
distinta, pero en ¢l caso de [a peraxidasa, por ejemplo, se decantan
hacia una rejacion de 20 moles de esieroide /mol de peroxidasa (Van
Weemen y Schuurs, 1975, Masseyel y Ferrua, 1980; Munro y
Stabenfeldt, 1984, Marcus y Durnford, 1986; Saver et al., 1989 o, b).
Con ella se obtienen conjugados con bajas ncorporacionss molares
del esteroide a la enzima (5-1:1), necesarias para que lay tenicas
presenten una sensibilidad adecuada, ya que una incorporacion molar
excesiva del esteroide a [a enzima no permite que fa teaccitn de
competicidn con el esteroide libre se lieve a cabo en las condiciones
adecwndas (Joyce et al, 1978; Sauer et al, 1981 y Munto y
Stabenfeldy, 1984).

Los derivados esteraides y los métodos de conjugacidn utilizadas por ks
distintas autores, para la formacidn de conjugados esieroide-cnzima y el pasterior
desarralle de las tdenicas ELISA parg E2, P4 y T, s¢ encuentran reflejados en loy
cuadros resumen. Como se puede observar, la mezclz anhidra ha sido ¢l método
de eleccidn para la canjugacion de la HRP, mientras que para la p-galaciosidasa
s¢ han utilizade, fundamentalments, las carbodiimidas.

La purificacién y caracierizacibn del conjugade son dos punios muy
imporiantes para obtener un rendimiento 6plimo de esta conjugacidn,

Dos son lot méindos mis empleados para la purificacién de estos
conjugados:

- Didlisis exhavstiva, cromatografia de exclusidn molecular en gel em
Sephadex G50 y ultracentrifugacifn de gradiente de densidad (Van Weemsen y
Schuurs, 1972, 1975, 1976). Con la combinacitn de estas tres técnicas, es1os autodes
consiguen eliminar tanta el derivado esteroide como la fraccidn de k4 enzima gue
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no s ha conjugado.

- Didlisis exhaustiva y cromatografia de exclusidn molecular en gel o gel-
filtracidn, con distintos lipos de geles: Sephadex G-25, Sephadex G-50, Sephadex
G-75 y Sephadex G-200, Este método es ¢ mds utilizado (véanse cuadros) pues
permite eliminar 1otalmente <] derivado esteroide que no se haya confugade, lo que
es lotalmente necesario, puesto que éste puede interferi posteriormente o anglisis-
Con este método no e3 posible separar la enzima que haya quedado sin conjugars
pero coma ya hemos sefalado antes (Munro y Stabenfeldt, 1984), si el méiodo die
separacibn de fraccionss es adecuado, esta eliminacién no es necesaria, Sim
embuargo, algunos autores (Abuknesha y Exley, 1978} estiman necesario realizarla
y eompletan esta purificacién con una cromatograffa de afinidad (Sepharosa 4B).

For dltimo, 1a caracterizacidn de estos conjugados se debe realizar teniendo
en cwenta unos parimetros bisicos:

- La incorporacidn molar del esteroide a la enzima. Con ella se
determina el rendimiento de la conjugacién,

Tret son los méindos més empleados: método espectrolotométrico de
Erlanger etal, {1957} métado de Habeeb (1966}, modificado por Fields (1971) que
@miinte en b detenminacion de los grupos amino libres de la enzima antes ¥y
despuds de la conjugacién y determinacidn por RIA. Los tres métodos han sido
ampliaments wiilizados (euadros resumen) ¥ aunque existen autores (Munro y
Suabeufelds, 1984) que se decuntan hacly el ultimo, 10dos son vilidos.

. Lla actividad enzimdtics de la enzima antes y después de la

wnjugacién, Se realiza generalmente determinande la misma
doncertracin de enzima conjugada y sin conjugar, enfrenténdola a
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los susiratos y cromégenas iddneas y calculando posteriormente el
porcentaje de actividad enzimatica después de la conjugacitn,
Existen varios métodos para las distintas enzimas, algunos de los
cuales han sido adaptados a microplacas, entre ¢lios destacamos los
siguientes: McComb y Bowers (1972) para fosfatasa alealina; Exley
y Abuknesha (1978) para g-galaciosidasa; Nowvick (1962) para
penicinilasa, Joyee et al. (1977) para peroxidasa; Sayer et al. {1981}
para A-galactosidasa; Van de Wiel et al, (1982, 1984) para peroxidasa
y Sauer et al. (1989, a) para las cuatro enzimas mencionadas.

. Comportamiento o practicabilidad de estos conjugados en ol
desarrolio de los EIA; este @htimo criterio junto con el primero es
uno de los determinantes para una buena puesta a punto de una
técnica E1A, en 81 se determipa la unidn del conjugado al anticuerpa
y l& sensibilidad, repetibilidad, precisida y exactitud del método
{Schuirs y Van Weemen, 1980). Munro y Stabenfeidt (1984), sefiafan
como una referencia practica, ol aleanzar una lectura de absorbancia
de 0,6 - 1 compatible con una buena sensibilidad, basada en la
adicién de una serie de concentraciones de hormona sin marcar.

4.» ESTABLECIMIENTOQ DE LAS CONDICIONES DEL METODO DE
ANALISIS:

Este punto fo hemos ido revisando a lo farge de Ias condiciones que s¢
deben tener en cuenta para 1a puesta a punto de los distintos méiodos EIA; sin
embargo quedan algunas cuestiones que puntualizar. Maggio {1980) y Burrels y
Dawsen (1982} sefialan unas pautas basicas a seguir:

- En los ELISA, un factor importante @ tener en cuems es Ja fase
sétida. Existe una amplia variedad de (ases sdlidas disponibles. El
material mis utilizado ha side ef policstireno que sirve para ia
inmovilizacién 1anto de apticuerpos como de antigenos. Se usa en
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forma de: tubos de ensayo (Sadeh, 1979), bolas o esferns (Guisdon,
¢t ak, 1978), cubetas (Ellens y de Leeuw, 1977), y microplacas de 96
pocillos (adaptado por Voller y Bidwell, 1975). Las microplacas son
las mds utilizadas por los distintos autores (cuadros) y Burels ¥
Dawson (1982), recomiendan las de fondo plano con e fin de evitar
errores de Jectura de absorbancias. También se han wilizado ppos
raateriales como polivinila, pero con resultados ms desiguates
(McLaren et al., 1981). Con las microplacas, la unién del antfgenc o
anticuerpo & Ja misma s¢ realiza mediante adsorcion (Maggio, 19861

Para los métodos DASP, s¢ ban utilizado como fases sélidas 1a Sepharosa
4B y I celulosa microcristaling, o una combinacion de ambas (cuadros). La unidse
del antigeno o anticuerpa a esie tipo de fases sdlidas es covalente, ¢ implica un
procedimients de conjugacion previo un poce mis complicado,

Coma se puede compeobar en los cuadros resumen, las condiciones de
asdsarcidn de fos antigenos y anticuerpos & la fase s4lida son también muy variables:
El voluman (50 1 - 300 ul),

La concentracion de antfgenc o anticuerpo que s¢ adsorbe, generalmente en
ol w0 de Jas proseinas (anticuerpos) y utilizando como fase solida microplacas de
pelisiirenn {eargadn negativamente) se emplea una concentracion que varfa de 0,5
* I ng/pacilla con ¢f fin de conseguir una dnica capa de proteina adsorbida 2 estos
Posilon. Por encima de estas cantidades, Ja adsorcidn de protefnas se realiza
prohablomente mediante interacciones hidrofobicas, Por otro lado, no se debe
wiilinar uaa vantided de protelna moy elevada, y4 que ello da lugar a interacciones
proteias que 1o Unico que producen es un gasto indtil sin que s¢ counsiga un
increments de Ja sensibilidad del ensayo (Blake y Gould, 1984).

Las tiemieas d¢ adsorcién son 1ambién muy variables y cada autor sehala ta
iya eomo ha mds conveniente. Estas 1€enicas varfan en las soluciones tampon

ezpleadss, en  1emperaturs ¥ ¢4 el empo de incubacién. La sotucion tampdoy
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més empleada €5 carbonato-bicarbonato 0,05 M de pH = 9,6 {(Burrels y Dawson,
cundros resamen). Otros autores, coma Sauer (1982}, seftalan que la adsorcion de
los anticuerpos a la fase s6lida se realiza en condiciones éptimas utilizando una
sohucion 1ampén de acetato de pH = 5. Marcus y Durnford, (1986} adsorben las
inmunoglobulinas a pH = 4, sefialando que para su ¢nsayo, estas condiclonss son
las Sptimas al incrememar notablemente 12 sensibilidad. Coll et al. (1988), indican
que la dilucién de las inmunoglobulinas en agua destilada o deslonizada, reduce fas
reacciones de fondo, inespectficas. La temperatura y los tiempos de incubacion més
empleados son las siguientes (Burrels y Dawson, 1982; Coll, 1988): 16 horas a 4°C,
16 horas a temperatura ambienie, 16 horas a 3740°C, 3 horas a }740°C y 30
minutos a 37°C

Algunos autores emplean un retapizado con una solucién tampén que lleva
incorporada una protefna, con el fin de evitar la adsorcién inespecifica de la
enzima, 0 Ja muesira, en las fases posteriores del ensayo (Sauver et al., 1982; Van
de Wiel &1 ., 1982, 1986). Marcus y Hackett (1986) van adn mas lejos, al sefalar
que un retapizado de 2 horas a 4°C con una solucién tampdn (PBS, pH = 7) que
Heve incorparado ¢l 1% de albimina sérica bovina (BSA), es imprescindible para
un optimo desarrollo de las etapas posteriores del métedo.

La reaccién de competicién tamblién se desarrolla en las condiciones mis
variadas. Son factores importantes: 1as soluciones tampén empleadas, el pH al que
s¢ lleva a cabo la reaccion, el volumen de los distintos reactivos (volumen de
muesira en relacién con el volumen de conjugado), [a temperatura y el tiempo de

incubacidn.

Van Weemen y Schuurs (1972) recomiendan la utilizacidn de soluciones
tampén que lleven una concentracion 0.01M de fosfato, para impedir 1a adsorcidn
inespecifica del conjugado enzimético a la fase sélida. Las soluciones tampén asf
como ¢l pH (5-7) varfan segin la enzima empleada. El tiempo de reaccibn
generalmente ¢s de 2 2 3 horas en los sistemas que emplean como fase solida las
microplacas, ch los otros varfa segin el método de separacién empleade (DA,
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DASP)L La temperatura o5 ouwo factor importante, tanio en la reaccidn de
competicitn, como et Ja reaccidn enzimdtica, en la que incluso Hega a serun factor
Yiemesante. Per supuesto, estd en funcidn d¢ B enzima empieada: en ¢l caso do Ja
B-galactonidany, fuataata alcaling y penicilinasa se emplean wemperaturas de 40 4
45°C, von la peroxidasa las reacciones se realizan a temperatura ambienie (20-
2X°C), win gu2 3¢ sobrepasen tos 14°C, pucsio que por ¢ncima de esta temperaturg
s¢ ehserva una diaminneion de Jos valores da absorbancia muy significativa (Zareo,
1%88), Mareus y Hackert (1986) sefalan que el rendimiento de la reaccion de
competiziin w0 incrementa notablemente cuando se realiza a 4°C, observindose un
asmentn ¢n k repetibitidad y precisido de la tenica.

(o fagtor que bay que tener ¢n cuenta para el establecimiento de las
condizionss del easayo, o3 ¢l tiempo que transcurre al dispensar los distintos
reastives en b resccidn de competicidn (solucidn lampdn, muestras y conjugades),
desde el primer al Givimo pocille, Este factor ha sido estudiado por numerpsos
amtores (Manto y Stabondeldl, 1984; Marcus y Hackett, 1986; Van de Wie!l et al,
1986; Zaren, 1988) y todos sedalan que no debe ser superior a los 6-8 minutos,
st que o Memnpod superiores se observan variaciones muy significativas en los
resachindng obteniden on los Etimos pocillos, con una disminucidn en los valores de
shanrbanch, Jo que eondleva un ermor en 13 euantificacion de las muestras. Prakash
ot a1 (1587), ban desarroiado un método ELISA empleando dos anticuerpos con
Wi gue bn ixfluceca do este factor desaparece.

Los sumratos, erombpencs, soluciones tampdn, pH, temporatura y tiempos
dz In reacehin eopimatioa son tambidn mvy variables. Pricticamente, cada auior
explea wasy condiclones distintas siendo este wn punto que se deberd desarrollar
ez enda leboratorio, oon la prasticn,

Mwmmhvmwwpamma&ﬁmfmdelcmyoymnlm
o 58 reakize 8 separacidn da fracciones dbrefunida, son también importantes,
Y23 sobuatiany de lvado son suoy variadas, pero casi todas elias Hevan incorporado
dgen: vige & dewprgame nio iboico ¥ usa deverminada carga idnica, con el fin de
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eliminar perfectamente l0s reactivos que no hayan reaccionado y para evirar las
reacciones inespecificas de fondo. Estos lavados se realizan por inmersion, o por
dispensacion mediante pipetas especlales {(multicanales) o lavadores avtomdticos
d¢ la solucion de lavado, que se elimina por aspiracién o voleads de Jas
microplacas ¢ tubos (Burrels y Dawson, 1982), Los tiempos de lavado varian de 30
segundos a unos minutos y el nimero de lavados de 3 a 5, aunque cada awtor
emplea ¢l que cree més conveniente.

La preparacién, o manipulacidn, de las muesiras a analizar, para la
realizacién del andlisis estard en funcién de si ¢l método es directo o necesita una
extraccidn previa, también dependerd del tipo de muestra y de la hormonz a
analizar. Como se puede observar en los cuadros resumen, la tendencia, en los
tltimos, ados ha sido desarrollar métodos directos para la determinacitn de
hormonas esteroides, exceptuando el caso del estradiol-178, que por encontrarse
en concentraciones (nfimas et el plasma de [a mayorfa de las especies anfmales,
requicre una extraccidn previa, con ¢l fin de disminulr todas las sustancias
plasmdticas que puedan interferir ol ensayo (Meyer, 1990).

Actualmente, exisien sistemas comercinles de ELISA en  tubo,
complelamente aulomatizados, con kits de algunas hormonas esteroides disponibles
{Boehringer Mannheim).

§.- VALIDACION DEL METODQ ELISA, CALCULO Y EXPRESION DE
RESULTADOS:

Los métodos de validacién de los EIA son los mismos utilizados para
cualquier tipo de andlisis cuantitativo. Como pardmetros basicos de validacion de
cualquier tipo de EIA s¢ emplean los siguientes:

- Especificidad.

- Precisionfimprecisidn, reproducibilidad y errores.
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- Exactitud /ingxactitud.
- Dewectabilidad, Hmite de detecadn y sensibilidad.

Las definieiones g2 ¢sioy pardmetros, y la forma de determinarios, han gdg
recogidas por Abrabam (1975); Cekan, (1975); Exley y Abuknesha (19%Y; vap
Weeinen v Schuars (1979); Maggio, (1980); Burrels y Dawson (1982); Thissen
(1345); Van da Wial et al. {1986) y Catty y Raycundalia (1988).

E1 edloutn y expresidn de resultados estd en funcion del método empleads,
Tiasen (1985) y Carty y Raycundalia (1988) realizan vna exhaustiva revision de jay
¢isrintas forman de calevkar y expresar esios resultados, dependiendo del tipo de
mindn empleado. Acmualmente, la mayorfa de las casas comerciales hap
desarroliade unos softwares que vienen jumto <on los lectores de placas o
expeerrelotdmnitos, cuys mantio en ka mayorfa de los casos ¢s sencillo, abarcando
ks s opeienes Pecesarias para ¢l cdleulo y expresion de los resultados (¢8keuly
d8 coseemtragtones hormonales en las unidades requeridas, trazado d¢ curvas
easiadar y rectas 2 regresidn, tc.).

En i cuadtes resumen se han revisado los distintos métedos EIA
emgleados porn la dererminacitn de estradiol- 178, progesierona y testosterona, En
ks vt emomeatran reflaiadon: los distintes detivados esteroides empleados parala
otugncidn v ol innmandgeno, el método de conjugacidn, la enzima empleada, la
Mmm mekar del esteroide a la enzivna o al carrier, ¢l lipo de andlish
{omitegn o baterblogo), ba separacién de las fracciones unida/libre, los susiratos
¥ MWW% emphzados, ka especie en la que ban sido producidos los anticuerpos,
&1 Mt biedtghin en ol qua han sido daierminadas estas bormonas y la especie, la
enraseiin provia de la muewra o el andlisis directo ds la misma y log limites de
dateentinm v sermibifidad, asf eomn la precision de 1as distintas téenicas (% C.V),
bos metidin da purificacidn del eomjugada y el anticuerpo, Jos procedimientos de
mpenionain ¥ fx expecificidad de los antiewerpos o antisercs.
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11.- FISIOLOGIA DEL CICLO ESTRAL BOVINO

La fisiologfa del ciclo estral bovina es complicada y ¢l conocimiento de los
[en6menos que acontecen a lo largo del mismo, ha constitufde un problemna que ha
interesado desde hace mucho tiempa a una gran némero de investigadores.

Los primeros estudios, sobre el ciclo estral en esta especie, se basaron &n
observaciones externas del aparato genital de las hembras, con ¢l fin de determinar
Ja Jongitud de} mismo y la funcionalidad ovdrica: estudios morfolégicos en ovarios
ohtenidos en of matadero (peso, medidas ovdricas, nimero, aspecto y localizacitn
de cuerpos liteos); estudios mediante palpacidn rectal (deteccion de cuerpos lateos
de ciclo y gestacién), estudio del ndmero de gestaciones ocurridas en uno u ©1r0
auerno ulerino, incidencia de folfculos antrales de gran tamafio en <} ovario
derecho ¢ izquierdo; estudios histoldgicos de los camblos en ¢l endometrio
producidos a lo Jargo del diclo, ete. (Hammond, 1927, 1955; Clark, 1936; Reece y
Tumer, 1938; Asdelf et al,, 1949; Hanckock, 1931; Rajakoski, 1960). Estos estudios
«& han realizado ¢n hembras de muy distintas edades y s legd a la conciusién de
que ¢l ovario derecho pasela una funcionalidad superior a la del izquierdo, pot
cuanto que ¢l nimera de ovulaciones, cuerpos lteos y gestaciones era muy

superior en este lado.

Sin embargo, el conocimiento de Jos mecanismos que controlan ¢l ciclo
estral de 1a vaca, ha experimentado un extraordinario avance a partic de a década
de lot cincuenta con el desarrollo de los distintos métodos de diagndstico:
radiogréficos, ecograficas, ultrasonagrdficos y sobre 1odo hormonales. Con |a
sparicin y evolucidn de las nuevas técnicas de diagndstico hormonal (RIA, EIA,
¢ic.) ba sido posible determinar las concentraciones de Jas hormonas hipofisarias,
ovéricas y adrenales, en sangre, tejidos, orina, leche ¥ liquide folicular,
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El estudio hormonal se completd posieriormente con estudios morfoldgicos
"in viteo®, de distintas estructuras del ovario: téenicas histoldgicas, écnicas de
separacidn celular, estudio de receptores hormonales en tejidos ovéricos, métados
ultraestructurales para Ja determinacién de fas funciones de los orgdinulos celulares
relacionados con la secrecién de hormonas en los tipes celulares especificos,
estudios morfoldgicos de los cambios que sufre el ovario durante el Proceso de
atresia, ete. {Choudary et al,, 1968; Marion et ak, 1968: Moor et al,, 1978; Byskow,
197%; Merz et al, 198); Centola, 1983; Guraya, 1985; Lipner, 1988).

En cuanto a las caracterfsticas generales del ciclo estral de esta especie,
podemos sedalar 1as siguientes (Peters, 1985; Dobson y Kamonpatana, 1986; Peers
y Ball, 1987):

La longited del ciclo estrnl ¢s aproximadamente de 21.28 + 0,06 diag en
vacas y de 2320 dfas en novillas; aunque pueden existir variaciones dependiendo
de¢ Ja raza, aptitud, factores ambientales, ete, (Asdell et al, 1949; Rajakeski, 1960;
(harverick et al, 1971). El dfa del estro se denomina Difa 6; la duracitn det estro
¢s wariable sivdndoss entre 10 y 30 horas, La ovulacifn tiene hugar
espontdneamente aproximadamente 10 horas después del final del estro (Adeyemo
et af. 1979). Exisizn una serie de factores externos, y ambientales ¢ del entorno,
goe ejercen una influencia sobre el ciclo estral de esta especie como, por ejemplo:
ka estacién del ato, las horas de Juz, la semperatura ¥ la mutricién, Los estudios que
56 han roalizado, e0 son demasiado claros y determinantes en cuanto a Ia extension
d¢ Ja influencia de los factores ambientales, aunque se sabe que se produce una
diamirecida en a fertilidad (Chesworth y Easdon, 1983; Folman et al,, 1983), La
dieta en cambio, sf posee un pronunciado efecto sobre los ciclos estrales de esta
espacie; s8¢ sabe, que hembrag a lfas que s¢ les administra una dieta de "ala
enetgha’, eon wn alio comtenido en protefna son menos fértiles ¥ 5us concentraciones
4 progesterana son mds bajas a To Targo de 1odo el ciclo estral {Folman et al,,
HIRY), Maurasse ef al. ( 1933} determinaron que las dictas de "alta energfa” ejercen
un efestn megative sobre la poblacién folicular del ovario, favorecienda ¢!
Frecimiento e los folfculos de pequedo tamasio, inhibiendo el desarralio de los
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fotfeulos grandes, ¢ incrementando los procesos de atresia folicular,

Dantro de este capilo general, vamos a referiznos a 1a pubertad: Sorensen
et al, {1959) sehalan que su aparicién estd relacionada con ¢l peso corporal {250
300 Kp), por lo que ¢ muy variable la edad a Ja que las diferentes razas de vacas
presentan el primer estro, situéndose entre los seis y doce meses. Generalmente,
una vez que este primer estro ha hecho su aparfcidn, fos ciclos se suceden con

regutaridad,

La endocrinologfa del perfiodo prepuberal asf como la de este perfodo, no
ha sido estudiada muy extensamente. Desjardins y Hafs (1968) estudiaron los
niveles de gonadotropinas hipofisarias en terneras de 0 a 12 meses de edad; Karg
et al, {1972}, sedalan que los folfculos antrales presentes en los ovarios de las
hembras prepdberes son ¢apaces de produclr cantidades considerables de
estrdgenos, mientras que la progesierona ¢s de origen adrenal, Swanson et al.
(1972), determinaron fas concentraciones de LH y Prolactina; Gonzdlez-Padilla et
al. (197%), realizaron una serie de trabajos en los que interrelacionaron las
concentraciones de hormonas hipotaldmicas, hormonas hipofisarias y ovdricas, en
hembras prepiberes y en el desencadenamiento de la pubertad, encontrando que
no existen cambios significativos en las concentraciones de GnRH y FSH, en el
perfodo prepuberal, Las concentraciones de LH sufren fluctuaciones a lo largo de
este perfodo. Las concentraciones de estradiol-178 en el perfodo prepuberal son
significativamente més altas (dfa -64 antes del primer estro) que ¢n los dias que
preceden a ¢l primer estro, La progesterona, sin embargo, se sitda en niveles
basales en el perfodo prepuberal, para suftir una elevacién antes de la primera
oleada ovualatorla de LH, adjudicando a esta hormona el papel regulador de la
liberacitn pulstil caracterfstica de la LE, en los ciclos estrales bovinos. Schams et
al. (1981) completaron los estudios anteriores determinando Jas mismas hormonas
¥ testosterona, en hembras y machos, establecienda dos perfodos en los que las
gonadotropinas sufren un incremento, el segundo de los cuales coincide con la
pubertad y concluyendo que el inicio de la pubertad est4 controlada por el mismo
mecanismo nevroendocring an ambos sexos. Bierley et al. (1987) determinaron las
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concentrationes de progesierona €n hembras de aputud cimica cruzadas eq o
peimer ¥ 1ereer cicla eiral, endontrando que £51a3 CONCEMITCIONSS S0N Supericrey
en ¢} primer cicho. Finalmente, Dodson ¢t al. (1938) han caracierizado los pattoney
de la secrecidn de LH y FSH desde ol nacimienio a la pubertad, con pngyg
reseitaddos similares 2 los ya comentados,

Contingando con la fsiologia del ciclo estral, a lo largo del mismo, tisgen
lagar en ol gvario los procesos que comprenden la foliculopdnesis; es decir, of
erecimiseio y diferenciacidn foliculares, maduracidn y seleccidn del folioulp
ereutasarii, ovulacidn y 13 atresia folicular.

La foliculogénesis estd Intimamente ligada a la endocrinologia ded cicla
extral, puesto @it 1a interaccidn de las hormonat que intervienen en eus cighy,
jumo eam oros facwores imtra y extraovdricos, van a regular los procesos de
Tuainteais enteroide ¥ el erecimiento y la diferenciacidn celular de los folfoyles
amtrales gretentes ¢n ¢l ovarig,

E} ciclo estral putde dividirse ¢n dos grandes fases, relacionadas con log
aensecipitnts que tienen lugar en el ovario y con la endocrinologia del mismo
{Chaadary o4 al, 196%; Garverick et al,, 1971, Peters, 1985): Fase folicular: dias 18-
1y Fase luteinicn: &fas 2-17, aubque algunos autores sefalan que en esta Gitima s
peeden Jisunguir, 3 sy ver, otras tres: fase hiteinica temprana; dias 14, fase
hutetniea propiaments dichal diss 5-10 y fase hutefnica tardly; dias 11-17, en la que
tene bagar ka hoteokisia (Treland et al, 1979, 1980).

Haasel y Comvey (1583) realizan otra divisidn del ciclo estral, con ef fin de
imsemaainear, con Fayer clarided, los cambios en Ja secrecidn hormonal con e
soechmisetn fokicutar,

1~ Perindo pre-obeada: desde Ta regresitn luteinica hasta Ja ofeada de

gemdotrapinas,
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2.  Periodo post-oleada: desde la oleada de gonadotropinas hasta el

establecimiento de la funcifn lutefnica.
3.  Perfodo lutefnico: durante el perfodo de vida del cuerpa Jiteo.

Como se putde comprobar, para una buena comprension de 1a (isiologfa del
cicla ¢stral de esia especie, las investigaciones se han dirigido hacia tres grandes
campos: endocrinologfa det ciclo estral, foliculogénesis y atresia folicular. Con un
perfecia conocimiento de los mismos es posible llegar a comprender 1a compleja
fisiologfa de este ciclo, de tal manera que sea factible aprovechar en su totalidad
1 capacidad reproductiva de esta especie,

1.« ENDOCRINOLOGIA DEL CICLO ESTRAL BOVING.

Los patrones de las hormonas implicadas en ¢i ciclo estral bovino han sido
estudiados durame las tres Gltimas décadas por un gran ndmero de autores y se

han dirigide fandamentalmente hacla dos vertientes:

1.- Hormonas hipotaldmicas y hormonas hipofisarias.

2. Hormonas esteroides oviricas.

La interaccion que lodas estas sustancias poseen entre si determinard la
regulacion de este ciclo (Garverick et al, 1971; Wetteman et ak, 1972; Schams &2
al,, 1977; Dobson, 1978; Hansel y Convey, 1983; Schallenberger et al,, 1984; Walters
y Schallenberger, 1984; Walters et al., 1984; Peters, 1985; Dieleman ot al., 1986;
Abeyawardene y Pope, 1987).

Un caplrulo aparte, merece la consideracién de las prostagiandinas como un
factor fundamental en ¢} mecanismo regulador de 1a endacrinologfa de) cielo estral.
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L Ea hormona bipotaimica que estd implicada en la liberacitn g ™
gomadatropings hipofisanias es ja GnRH o LHRH {Gonadotraphin tc}gm@‘
hurmast, hormona liberadora de gonadotropinas), El pairén de Iz seCrecitn dy
esta bormong a0 ¢34 adn bien establecido en esta expecic, debido a Ia inexistencia
de una téenica especilica y sensible para ello. Se sabe que su liberacin se realkizy
en forma de pulsos, coincidiendo eada uno de ellos con 1a secrecion de LH (Hame
v Conuay, 1583; Peters, 1985).

Las prinzipales gonadotrapinas hipofisarias del ciclo estral boving son LH
(Lusindzing hormons, hormona kateinizanie) y FSH (follicle stimualating hormens,
bermena estimmbinie de los foliculos). La influencia que la prolacting ejaren en ol
il adn oo e3td bien constatada; Hsueh et al. (1984), la sedalan como un factop
regpuiaster de b feliculapdnesis, que actuaria & nivel de las células de la grenulosy,

La FSH pusds ser comsiderada como Ja hormona iniciadora del crecimientq
foltonlas, emimutando wmbidn ¢l establacimiento de receptores de LH en Jay
wéigian Follealares (Hamsel y Convey, 1983) Esta hormona presenta ua Pio, u
chaada, planidtien que concide con ¢l pico, u oleada, preovulatorio de LH ea ¢l
maseniy dal esro  (Schams y  Schallenberger, 1976; Dobaon, 1978}
Agreaimadinants M horas mis waede, presenta un segundo pico, aunqus de menoy
eagrdand (Dabsos, 1978, Webb a1 al, 1980). Schams et al. (1977} sehalon la
sxiemia &8 phovs adicionaled, que vientn Yugar 4 lo largo de 10do ¢ cico estrad
¥ s el relzclonadiy con lns aleadas de desarrollo folicular. Schallenberger ot
¥k L1984) y Walkers y Schallenberger (1984) sedalan que la FSH posse vma
searedsdn pabsdel], apronimadameonte cada hora, 3 lo largo de wdo el ciclo estral,

La LI e3 ba hormana esimuladora de Ya maduracion y rotura dal felkeuln
it Clraad v de in foromachia y massenimisntn del cuerpa Kteo. Las concentraciones
medint dn LM, duraste In fase hiteinica del ciclo estral son relativamente bajas,
oo va hemes sefialade, estn botmona, janto con la anterior, Preseniy un gran
pean winvidinad con o) desencadenamisnto del esuro, 12 ovulacion s produce
prasitnadammor enve bay 2 y Tas M) horas despuds de este pico (Schams et al,
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1977; Dohsen, 1978; Hansel y Convey, 1983; Walters y Schallenberger, 1984),

A lo largo del cicto estral, la secrecién de LH es pulsitil o episddica. Rahe
ct al. (1980) dividen ¢s1a secrecién de LH en tres categorfas que refiejan el estadio

del ciclo:

a) En la fase lutelnica: se produce una secrecitin pulsdtil de elevada
amplitud y baja frecuencia (un pulso/4 horas).

b lisis y 1a_fase folicular: pulses con mayor amplitud y

frecuencia incrementada, culminando con el pico preovulatorio de
LH.

¢} Perlodo post-pico preovulatori: pulsos de baja amplitud y alta

frecuencia {(uno/hora). Esta secrecion esid directamente relacionada

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

2.- Las hormonas esteroides ovaricas més importantes del ciclo estral de la
vaca, son ¢l estradiol-178 y la progesterona (Stabenfeldr, 1969; Hansel y
Echternkamp, 1972; Schams et al,, 1977).

Las concentraciones plasmdticas de estradiol-178 presentan un pico oy
elevado antes del estro y un segundo pico alrededor de los dfas 5-6 del cido,
permaneciendo en niveles basales durante la fase lutefnica de éste (dfas <12 3 -2),
para ir sumentando desde el desencadenamiento de ks huteolisis, alcanzando wna
meseta aproximadamente 26 horas antes del desencadenamiento del estro (Hamsel
y Convey, 1983; Peters, 1985; Dieleman et al, 1986). Este incrementd ea las
concentraciones de estradiol- 178 estd correlacionado con ¢l crecimiento del folicalo
ovulatotio que se produce en [a fase preovulatoria del ciclo (Dieleman et al. 1983).
freland et al, (1984) han daterminado las concentraciones producidas por cada
ovario a 16 largo del ciclo estral, concluyendo que uno de los dos ovarios es el
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resporsable del incremento en las concentraciones plasmiticas de esta botrenma,
Se ha postulado que el incremento de las concentraciones de estradiol- 178 sty
lot picos preovulatorios de las gonadotropinas mediante un sigteemg &
reirofuncionalidad positiva, incrementando la sensibilidad de las gonadotropings 4
la GaRH y estimulando al mismo tiempo Ia liberacidn de esta hormona (Kesner
et al, 198}). Todavia no s¢ conoce exactamente el significado funcional de) Segumds
pien) de estradiol-178 que se produce alrededor del dia 6 del ciclo, aungue s by
wociado con una de las oleadas de crecimiento folicular (Schallenberger o al,
1986; Ireland, 1987).

La progesterona es secrelada en grandes cantidades por e cuerpo Hiieo. Lo
concentraciones plasméticas de esta hormona reflejan ¢l desarrallo, mamenimisny
¥ regresicm de est¢ cuerpo |dteo. Las concentraciones comienzan a elevarse desde
el déa 4 del ciclo hasta alcanzar un pico entre los dias § y 16, posteriormente
descignden hasta valpres basales antes del estro y la ovulacién (Garverick et al,
1974 Wenterman et al., 1972; Schams et al, 1977). Esta hormona eferce un efectn
¢ revrofuncionalidad negativa sobre la liberacién de LH (Roche y Ireland, 1981,
Ireland y Roche, 1982; Hansel y Convey, 1983) reduciendo ta frecuencia de hes
prateos ¢e LH, influyends en la terminacion del pico preovulatorio de estradiol-130
(Abtryawardens y Pops, 1987). La progesterona presenta también un patrda
pulsvl de seerecidn, coincidiendo en la fase futeinica con fos pulsos de FSH
(Walvers ot al, 1984),

La funcidn de los andrégencs en Ja endocrinologla del ciclo estral boving
“ik o o mwy clira. Wise et al. {1942) sefalan que las concentraciomes de
anhresteradinn, dehidroepiandrosienodiona y teslosterona se  incrementan
aleededor dol desencadenamiento del estro. Se sabe que estos andrégeros soa
imdrmeliatios del estradiod-178, en la esteroidogénesis que tiens lugar en log
Ealfunlos anuales evirieos. Sin embargo, es posible que posean alguna influencia
e T lnducidine ded compontasalento de lag bembras en el estro (Peters, 1685).

Las prostaglandinas poseen una kmportante fumcion en Ja regulacidin del
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ciclo estral boving, sobre todo la PGF2a, que s¢ produce en ¢l dicro. Se ha
pastulzdo un mecanismo de contracarriente desde lz vena uterina a la arteria
avérica fpsilateral, mediante el cual se preducirfa Ja transferencia de la PGFa
desde eb Gtero al ovarlo, Esta liberacian de PGF2a desde el endometrio parece
depender de un perfodo de exposicion al estradiol-178y a la progesterona durante
1a fase hutefnica del ciclo estral, El mecanismo mediante ¢l cual In PGFla ejerce
s efecto Imeolitico ha sido objeta de una gran controversia entre Jos aulores,
aupque parece estar relacionade con la interferencia especifica que esta sustancia
causa sobre la unidn de la LH y de la adenil-ciclasa a nivel de la membrana celular

de las c&lulas Tutelnicas.

Schallenberger et al. {1984); Walters y Schallenberger (1984} y Walters et
al. {1984), despuds de unma serie de eswdios exhaustivos sobre los cambios
endocrines que acontecen  lo largo del ciclo estral, han sugerido un medelo para

explicar el control endacring de este ciclo:

. La FSH se secreta con una frecuencia mayor que la LH durante la fase
luteinica, y ademas, la modulacién de fa LH parece ser mas sensibte al fendmeno
de retrofuncionalidad, producido por los esteroides.

« Los pulsos de progesierona ocutren ¢omo resuliada directo de Jos pulsos
de FSH y los pulsos de estradiol-178 se producen como consecuencia del estimulo
de LH.

- Dyespuds de la liberacion de PGFa, fa calda de las concentraciones de
progesterona s reduce y se elimina cl efecto de la retrofuncionalidad regativa
sobre la secrecion de gonadotroping, de tal modo que se alcanza un incremento en
1a frecuenda de LH y con una menor extension, sobte fos pulsos de FSH.

- E! incremento en la frecuencia de los pulsos de LH y FSH estimula el
desarrollo del folfculo grande preovulatorio que secreta cantidades crecientes de
estradiol-178.



- L pulsos de alta frecuencia y amplitud Jel estradicl- 178, provocados en
gran manera por la LH, estimulan eventualmente la oleada preoviiaioria de

gosaderropind que al final es la causante d¢ 1 ovulacidn.

. Fl incrememo secundanio en las concentraciones plasmdticas de FSH,
despuds ¢ la oleada preovulatoria, parece ser ¢l resultado del incremenio en
smpiitud d¢ Jos pulsos de FSH, No se conoce en profundidad el mecanismo final
por el cunl dsta ocutre, pero pedria ester relacionado con la eliminacidn dé log
efecion neganvos de fa retrofuncionalidad producida por las hormonas foliculares,

enma por ejemplo el estradiol-178,



2.- FOLICULOGENESIS OVARICA.

Agrupados bajo el término foliculogénesis se encuentran los procesas
implicados en el desarrollo y crecimiento de los folfculos antrales del ovario y la

seleccién del folfculo o foliculos ovulatorios.

Greenwald (1972) afirma que “Uno de los misterios mds intrincados de la
fisiologfa ovérica es el conocimienta de los factores que determinan que un foliculo
permanezca inactivo, otro comience su desarrolio pero més tarde se vaelva atrésico

mientras que un tercera madura y ovula®,

En ¢l transcurso de la foliculogénesis se suceden procesos especiaculares
como por ¢jemplo: el incremento en difimetro que un foliculo primordial del ovario
puede alcanzar antes de la owvulacién, 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 foliculo ovulatorio y, sobre todo, ¢l hecho de
que durante 1a vida de una hembra, el 09,9% de los folfeulos primordiales no vayan

a ovular.

Tado ¢llo reafirma la opinién de Greenwald (1972) ¢ ilustra que, no s6lo ¢l
desarrollo de un foliculo ovulatorio &8 un fendmeno biolégico extremadamente

rato, sing que también Ia foliculog&nesis es compleja (Ireland, 1987).

Se han intentado resolver las interrogantes planicadas para la comprensién
de 1a foliculogénesis de las distintas especies, Lacker et al, {1987 a, b} y Meuli et
al, (1987), mediante un modelo matemdtico, intentaran explicar la fisiologfa de los
mecanismos que regulan el desarrollo folicular y ¢ ndmero de ovulaciones. Madelo
matemético que han pretendido validar mediante resultados experimentales; estos
autores proponen gue las interacciones foliculares estin mediadas por ¢ estradiol-
178 que actda como mesanjero quimico, y es utilizado por Jos folieulos en los
procesos de seleccién para comunicar su maduracion al eje hipotdlama-hipdfisis y
a los restanies folfculos. Sin embargo, ésto no parece ser tan sencille y adn
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permanecen bastanies punigs oscuros, que son vitales para obtener el mdximo
rendimiento reproductiva en las hembras de cualquier especie.

Roche v Boland (1991} afirman que el perfecto conocimiento de la
foliculogénesis es de vital importancia pars el desarrollo de programas comerciales
de transferencia de embriones, 1an en boga en los dlimos afos, Estos autores
definen la foliculogénesis como una seri¢ d& procesos recurrentes de desarrollo
folicular y ovulacién, regulados por una combinacién coordinada de intrincadas
interacciones enire hormonas, factores de crecimiento, sistemas de comunicacién
¢élula a cdtula y productos de los genes.

Los foliculos son las principales unidades funcionales del ovario (Centola,
1983). La funcién de cada uno de ellos es la de proveer el sistema de soporie
{requerimientos miritivos, estimulo inicial de crecimiento, control de la maduracién
nuclear v citoplismica, ete), necesario para que el oocito, o célula germinal
femenina, alcance su potencial miximo, de tal manera que al unirse con un
espermatazoide, o célula germinal masculing, se produzca un embribn ¢apaz de
desarrollarse dando lugar a un nuevo individuo (Gore-Langton y Armstrong, 1988),

Los tipos de folfculos que forman la poblacion folicular de los ovarios, han
sido descritos mediante distintas clasificaciones que distinguen los folfculos en
términos de tamato, morfologfa del cocito y ndmera y organizacién de las células
gramylosas que sirven de soporte a ese oocito; o en relacion con la esteroidogénesis
que tiene lugar en cada uno de elios (Centola, 1983; Greenwald y Terranova, 1988,
Gare-Langton y Armstrong, 1988).

En la vaca, la oogénesis s& completa al nacimiento, la culminacién del
desarrollo fetal son fos folfculos primordiales, localizados en Ja corieza del ovario,
generalmente en grupos y formades por el cocito, rodeado de una capa de células,
Integran €stos €l grupo de los folfculos sin crecimiento, de! que surgirdn luego el
resio de log tipos foliculares, Los foliculos preantrales o en crecimiento estdn
formados por ¢l oocito rodeado de la zona pelicida y de varias capas de células:
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e mhrana granulosa y teea. Los foliculos antrales o de Ciraaf estdn caracterizados

por la aparicidn de un aniro 0 cavidad que se Hena de un liquido, sintetizado por
{zs células de la granulosa inicialmente, recibiendo en estadios posteriores
eustancias sintetizadas por las células de la teca, El oocito se encuentra rodeado
por 1a zona peticida y un *monie® de células granulosas denominada el cdmule de
piforos. 1a capa grandlosa estd formada por varios estratos y crece a medida que
1p hace ¢ folfculo, las tecas interna y externa son las capas mas superficiales de
eye tipo folicular (Gore-Langion y Armsirong, 1988). Estos folfeulos poseen una
fisintogla muy espesifica, relacionada con la composicidn del lquido folicular que

sz produce en €l anuro.

Los estudios que se han realizado sobre la composicidn y propiedades del
liguido folicular de 1a vaca, son escasos pero muy exhaustivos. Edwards {1974}
analizd la composicifn det lquido folicular (iones, glicidos, mucopolisacdridos y
lipides, proteinas, gonadotropinas y esteroides) comprobando que estd compuesto
en parte por [a secrecion de las clulas del folfculo y en parte por exudados del
plasma. Esta composicitn es un reflejo de la fisiologia de los foliculos antrales y de
los cambios de secrecidn que se producen en las células de fa tecainterna y de Ia

granuiosa.

Peters y McNatty (1980) completaron ¢l estudio anterior haciendo mds
Wincapié en la composicién proteica de este liquido folicular, sefalando la
exiatencia, en el liquido folicular de la vaca, de una proieina que une o liga
andrégenos (ADBP, androgen binding protein), similar a la proteina transportadora
de testosterona del plasma. Esta protefna se encuenira en grandes cantidades en
el liquide folicular de los follculos quisticos. No hay evidencias que pruchen la
exiytencia de protefnas similares para progesterona o estradiol-178. Sedalan
también que Jos distintos componentes de este liquido folicular sufren cambios
comslantes y que existen sustancias o factores que inhiben la maduracion det sodio.

Wise (1987), realizé también un andlisis exhaustivo det Hquido folfeular
bovino, andlisis bioquimico, protefnas totales, enzimas lisosomales, jones, contenide
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eqt ek axctrbico y concentracnnes Je sarerondes, perg relacionanda todas eldom
o e tamaga folicular, 13 sieackin del ovario, dia del aiclo estrad y clasifiencidn
de avresia. Exte complzio estudio intentd corseguir dos objetives primerdiales. Ep
prizagr hugae, actarar kag interacciones bicquimicas de los constituyentes da} Phpsibo
fotienter con of pociio y las codiulas de soporte que le rodeun. EY segunds chistiug
far ' comprensifn de los cambios endoerinos blsivon, que acompaian Ia
madrasin lolular. Exie autor estudid las posibles correlacinnes exivenses prame
Yo mveles de horsnonas plasmidticas y foliculares, aungue 6o llega a resultados ooy
clares, fefala wna clasificacidn endocring de la atresia folicular batada en fa
relackin andrdgencs/estradiol-173 o progesterona festradiol. 178,

Las hormonas esteroides son 43 sustancias mds conocidas y mejor
carpeerieadas de todus lon componentes del Hquido folicular. Fstas sustanciss
pessen tres tipes de funciones relacionadas con la fisiologia del folicwlo arperal:
sadotring, parsering y autocring, 108 estervides secreados por las eftulay de [a
gramdoss, my sily influyen wbre la produccidn de tas células tecales y sobre s
madurands deb cotits, sz que achan tambidn sobre el Indice mufico y la
diferensetacsda de bas propias cdiulas de [a granulosa.

Exiargn ey upas de canificaciones de esty harmonas: guimica o estructural

¢ fumaiomal.

Tadas effos dartvan de un midcleo quimico comvin fommade por tres anilics
absbobendnizns (A, By C) y un ciclopentang (D). El precursor de 1ot tres tipos de
bovemain enterides es ¢l Colestang (C-27) {precursor del ¢olesierol). En su
amryerard posde grupes metlo en la unidn de bos anillos Ay B(C i) vy en ka
s do bt amithes Cy I3 (4133 y una cadena lateral de ocho carbonss unida ak
L8 ¥



La ruptyra de la cadena lateral entre C-20 y C-22, conduce a la formacidin
de los esteroides C-21, o serie pregnano, 18 cual pertenccen los progestégenos.
Una mueva rupira de la cadena lateral entre C-17'y €-20 produce los esteroides
C-19, o serie androstano, a 1a cual pertenencen los andrégenos. Por ditimo, la
climinacién del grupo metilo del C-10 conduce a la formacidn de 1os esteroides C-
18, 0 serie estrano, a la que pertenecen los estrdgenos (Gore-Langton y Armstrang,
1588).

(Dibwjo 2. Clasificacidn quimica de las hormonas esteroides [oliculares)

Chokestane {C))

P P

Pragnang Gyl Androgtana (T} Estrane Gy}



Las hormonas esterendes folivvlares tambiéa denominadas esteroides
sexuales pertenecen a tres clases funcionales: estrégenns, progestdgenos ¥
androgenos (Peters y McNatty, 1980). Estos autores consideran el ovarig como up
ugregado de tres 1ejidos endocrinos: el estroma, el folfculo y el cuerpo liteo, todos
¢llng con capacidad de sintesis y secrecién de hormonas esteroides,

Los estrdgenos més importantes sintelizados por ¢f ovario son el estradial-
1Ty la esteona. La progesterona es el progestdgeno mds activo, seguida de 1a 17a-
hidreni-progesterona y de las 200y 208-dihidro-progesterona. Los and régenos mis
importares son 1a testosterona y 12 androstenodiona.

La hiosintesis de las hormanas esteroides €5 un proceso complejo de tal
forma que distintas vias de biosintesis pueden conducir a los mismos productos, En
ta vaca, se ba propuesto un patrdn de esteroidagénesis en el cual se encventran
imeplicados Jos dos tipes principales de clulas del folfculo aniral, las ediulas de la
teca interna y fas célvias de la granulosa (Hansel y Fortune, 1978: Peters y
MeNarty, 1980; Hansel y Convey, 1983; Peters, 1985; Ireland et al., 1987).

(Ibujo 3. Esteroidogénesis folicular en la vaca, Ireland 1987),




El dibujo 3 (Ireland, 1987), es una representacién esqueméatica de la
steroidogénesis folicular. A primera vista, este esquema puede resultar
complicado, sin embargo, €s ideal para explicar el patrén de la esteroidogénesis
ovérica y su regulacién por pane de las gonadotropinas hipofisarias LH y FSH.

E] colesterol (CHOL), almacenado en las lipaprotefnas de alta y baja
densidad (HDL/LDL), es el precursor de la esteroidogénesis folicular en ambos
tipos celulares. En las células de )a teca interna y bajo el estfraulo de Ja LH, que
actia en la activacion del sistema enzimdtico mitocondrial (SCC), encargadn dela
ruptura de Ja cadena lateral, pasa a pregnenolona (PREG) y posteriormente a
progesterona (PROG), y via delta 4, a 17a-hidroxi-progesterona y de ahf a
androstenodiona y tesiosterona, o bien via delta 5, pasa de pregnenotona a 17a-
hidrexi-pregnenclona,, dehidroepiandrosterona, androstenodiona y testosierona. En
estas vias de sintesis estdn implicados los sistemas enziméticos de las 17a-hidroxi-
progesierona y 17-20-desmolasas, que rompen a cadena lateral dando lugar z los
andrégenos (Erickson et al, 1985), Estos sistemas enziméticos también estdn

activados por la accidn de Ja LH,

La diferenciacién de las células de la teca interna, en productoras de
andrégenos, es imprescindible para que las células de [a granulosa comiencer: a

sintetizar estradiol-178 (McNatty et al,, 1984},

Siguienda el esquema def dibujo 3, se puede observar que en Jas células de
I granulosa, 1a biosiniesis esteraide es ligeramente distinta. En este tipa celular,
la accién sinérgica de las dos gonadotropinas hipofisarias (FSH y LH}) (Hsueh,
1984) activa todos los pasos de la biosfntesis esteroide, comenzando por la ruptura
de las lipaprotefnas de alla y baja densidad, que liberan ¢ colesterol; mediante la
activacidn del sistema enzimético mitocondrial {SCC), se rompe la cadena lateral
y se produce pregnenclona que, mediante la accién de la enzima 3@-hidroxi-
esteroide deshidrogenasa (3BHSD), pasa a progesterons, Los andrbgenos
producidos en las células de la teca interna pasan al interior de Ja célula granulosa
y en ella medianie 1a activacion del sistema enzimdtico de la aromatasa (modulado
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tambign por Iat gunadotrpenas Ripofisanas, aunque el papel de la FSH en este
altimo paso es primerdial} se sintetiza esirachiol- 170, La activacitn del sivtema go
la aromatass, ¢s un punto clave para 1a foliculugénesss en Ja vaca, puesio qua 1
sintesis e estradiol 178 va a constituir el inicio del procesn de la dominancia, g

que posteriormente nos referiremos.

Las investigaciones sobre la foliculogdnesis se¢ han dirigido hacia tres
vertientes, aunque exisien muchos autores que en el mismo estudio fay incluyen
toddag, estudio d¢ Jus cambios morfoldgicos que se producen durante el desarrolip
de Jus Faticulas owelatoriog, estudio de los cambios endocrinos y estudio del control
dal crecimisnto y desarrotle folicular,

Gogdean y Hodgen (1983), han recogido los wérminos mds utilizados por
ko distintos autores para 1a descripeidn de 1a foliculogénesis:

Becrudecimienyy: proceso gonadoiropina-dependiente durants el cual un
grupa de fuliculos adquieren la habilidad para responder a las gonadotropinas y las
necevizan para s crecimiento contimuado,

Saleecidn: proceso por el cual sdlo unos pocos foliculos “recrudecidos” son
seleecivaados, ewapando a la atresia y ¢n los que s¢ produce la ovalacidn,

Joramngia: mecanismo utilizado por el (o los) folfculos ovulatorics
{dsa:mmmes) para escapar de 1a atresia. Este fendmeno ¢5 imprescindible para Iz
comprensidn da la foliculogénesis, puesto que sugiere que algunos folitulos
sbreviven en un medio supresiva del crecimiento de otres, o que algunos folfoulos
previendn ¢l crecintiento de otros (Treland, 1987; Ireland et al, 1987),

Tosduvia 3¢ eonace relativamente poco acerca del patrdn de crecimiento o
e foticalar de 1a vaca. Fortune y Hansel (1988) sefialan que cuatro han sido
ks mdwdes generales empleados para w estudio;



a) Comtaje de 10s foliculas presentes en los ovarios obtenidns en el

matadero.

b)  Comaje de los foliculos obienidos en el maladero, acompatiada de
la determinacidn de hormonas esteroides en el Hquido folicular.

¢} Seguimiento de foliculos individuales dentro del animal, medianta
marcaje con tincidm,

d)  Observaciones def nuevo crecimiento de folfeulos grandes despuss de
la destruceion de bos folfeulos grandes del ovario,

Los primeros estudios que se realizaron para of conocimicats de
foliculogénesis, y de la dindmica folicular en [a vaca, se basaron en fos cambdas
morfoldgicos que se producen durante el crecimiento folicular. Rajakaski (19440}
realizd un estydio exhaustive del sistema folicular ovdnico dé novillas sexvalments
maduras, estudiando variaciones de jos folfaulos de Graaf mayores de Imen, 4 fn
jarga de todos os dias del ciclo estral, en diferentes estacionss del ado y ea
relacidn con la situecidn del ovacio, A partir de estos estudios morfaldgicos llagd
a la conclusidn de que ¢l mimero de folfculos varfa con la estacidn del afo y ¢l i
del cicla v, lo que es mds importante, durante el ciclo estral d¢ la vaca, se producen
dot gleadas de crecimiento folicular: 1a primera eatre bos dias 3 y 4, producidndose
un folfeulo grande que se volverd atrdsico y la segunda entre los dias 12y 14,
culminando con la ovalacién,

Choudary et al. (1968} y Marion et al. (1968), difieren do lon resoitssius de
Rajakoski, despuss de examinar histologicamente las caracietisticas morfolfglens
de Jos ovarios de 700 hembras con wna bistorla reproductiva comecida. Enes
sulores concluyeron que ¢f crecimiento folicular erz continto y gus lop Sl
adleanzan un didmetro mayor de 10 mm independientemente de kia dfas dof cliha.
En un trabajo posierior (Marion y (ier, 1972) establecen que existe ura media do
11 foliculos que, en cada ciclo eatral, crecen mfs de 8 mem de didmetrs, ol exiniy
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una progresidn constante de los folfculos grandes.

Dufour et al. {1971) marcando con tinta y Maton et al. (1981) CHETIZAndy
los foliculos mayores de 5 mm de didmeirs, concluyeron que el crecimiensn ¥
reemplazo del follculo méis grande del ovario es mas rdpido al final del ciclg ¥ e
¢l folfeulo ovulatenio, es ¢l mds grande que se encuenira en los dos vaTies,
agroximadamente tres dias antes del esiro,

Laos procesos de crecimiento folicular, en relacidn con ia estercidogénesiy
que tiene logar en los folloulos antrales de esta espedie, han side estudiadss pot g
gran ndmero de autores.

[refandd et al. (1979, 1980, 1982 y 198) a, b), realizaron una seris de estuding
sobre al desarrollo folicular de Ja vaca a lo largo del ciclo estral, para lo enal,
dividieron este ciclo en cuatro fases o estadios: | (dias 3-4), 1 {dfag 5-10), 111 (dima
1:17) y 1V (dias 18:20}, dependiendo de la apariencia macroschpica del catrpo
tineo, clasificacion que ha sido seguida por numerosos autores. En su primer
trubaje, estudizron los foliculos de distintos tamanes (pequeton medianos v
grandes) que forman Ja poblacién de foliculos antrales del ovario: su rumers,
vislumen, el peso del ovario y determinaron las concentraciones de estroganos ¥
progesterona del Yauido folicular, en las cuatro fases del ciclo estral. Encostraron
vatigeloney significativas de todos estos pardmetros, dependiendo de la fase det
dhelo, sobre todn 0 ko que se refiere a las concentraciones ¢ hormanas astervides
del bquide folicular. En los folfoulos pequestos, predomina Ja progesterona qus va
anmensandy on las tres primeras fases del ciclo para disminuir enla faze folivilar,
coinsidiande con Ja boteolisis. Los estrogenns aumenian progresivamenta con los
dfas del cicko. En loa foliculos medianos, se produce un sumemo brusco de Iz
progesierona en la segunda fase del ciclo. Los estrégenns disminuyen bruscamense
en la Gitima fase del cicto. Por Gliiona, en Jos foliculas grandes, las corcentraciomes
sz prigesserung son elevadas a o largo de todas las fases del ciclo ewiral, avngue
Gomimgyen lgeramente en lus dos Uimas. Los esirdgenos permanecen
préciicamente imakterables a o largn de wodo ¢ cicko. Relacionan el amats
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foticudar con su contenido de progesterona y esirdgenos (P4/E2) observando un
aumaanto d2 csirdgenos, relacionado con el aumento del tamafo folicular (12:1en
fistheulos pequefios frente & 421 en folleulos grandes), y lo atribuyen al aumento en
ta capacidad dz aromatizacifin de las ctlulas de los foliculos grandes. Correlacionan
Iz goncenraciones obtenidas ¢n los distintos folfculos con las concentraciones
Plasndticas de progesterona, encontrando diferencias entre los foliculos pequeiios
v meedianos y tos dias del ciclo estral. Con los folfculos grandes no encuentran
correlaciones. Sefalan también, que el nimero de foliculos y el volimen de éstos

summentan progresivamente a lo largo del <iclo estral.

En trahajos posteriores (1982, 1983 a, b), relacionan ¢l desarrolio de los
Endfeuton antrales con los cambios de hormonas esteroides del liquido folicular y las
plasmdticas, y con el nimero de receptores ge gonadotropinas presentes en las
céhalas foliculares de folfeulos ovalatorios, despuds de la luteolisis, espontinea o
tnbyrida, y en folfculos no ovulatorios (dfas 1-13 del ciclo estral). Clasifican estos
fetieulos en relacidn con su contenido en estrégenos, denomindndolos estrbgeno-
actived o inactivos. Los primeros poseen didmetros, voliimenes y concentracida de
estrégenos, sigri ficativamente més elevadas que los segundos, en los que predomina
ia progesterona. Sefialan que los follculos del primer tipo son potencialmente
evilatorios y los del segundo atrésicos y que las oleadas de gonadatropinas pueden
ser la sekal endocrina para la diferenciacidn de una cflula granulosa en lutefnica
{relacidn con el niimero de receplores), Sugieren una clasificacidn endocrina para
diferenciar folieulos atrésicos da los no atrdsicos, relacionando ¢l contenido de
progesterona ¥ andrégenos con el de estrogenos (E2/P4+A) y la seflalan como
mds rigurosa que la clasificacién morfolfgica propuesta por otros avlores, como
pot ejernplo, Rajakosk en 1960 y Mooz et al. en 1978,

Paralelamente, otros autores realizaron estudios muy similares. Henderson
et al. (1982), relacionaron el contenido de gonadotropinas y la concentracién de
emeroides en el lfquido folicular, con el tamafio de Jos folfcules anrales, aunque
sy clasifhcacion es poco rigurosa, ya que analizan los {oliculos de los tres tamados
{pequedo, mediano y grande) en conjunto, por 1o que sus resultados son confusos
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y solo ensueniran relacion con el aumenta de 1amano folicular y ¢l intrementy ¢
Yas cenvemraciones de estradiol- 178,

Chre grupo de autores (Grupo de Dicleman de 1a Universidad da Uitrach;
realizd varis trabajos sobre la foliculogénesis bovina. Kruip v Dieleman (1%,
¢lasiflcan macroschpicamente los foliculos antrales bovinos de distintos tamase [
20 men) segha sug caracterfsticas morfoldgicas en: no airésions, ligerameate
airésicos, indpierminados, ardsicos v fuertemente atrésicos, relacionandn emg
ctandizacion morfuligica con el contenido en estradiol-178 dei Vauido folivelar y
evanntrands ung elovada correlacion entre ambas clasificaciones. Este eriterin by
sty anmpliaments seguido por o1ros autores en estudios posteriores. Seguidaments
{Dreleman et al, 1983), dererminaron los cambios en ¢l contenidn de estragiol. 174,
pregestercaa ¥ testosterona de foliculos preovulatorios en relacién con s ciesds
avaiatoria de LH. Fl comportamienio de )as tres hormonas ey muy distintn, Las
semeemraciings de estradivl-178 van disminuyendo Poco a paco, Ja progestereny
preseni doa picos, entre tas (-2 horas v entre las 6-20 horay despuds de la oleada
awtatoria de LH Lea niveles de testosterona son més elevados antes da es obtady
ds LH Con estos resultados, en10t autores dividen el periodo que va desde Iz
ahrta do LH hasta la ovulacifn en cuatra fases, relacionadas con Ta predominancia
¥ periersor dismcense de b niveles de estradiol-178 en el liquida folicutar d2 estes
fedivaton, Tassbidn investigan ¢l posible papel de Ia LH en la regulacitn de s
espreidophorsis, ol estmmlar directamente la produccidn de progesterona y
tameaiznon, on Jog eflula de ba teen interna, inhibir Ja produccitn de estradiol 173
& Jan eelaman e8belan v favoreces la loteinizacién de las células de ha granukosa,

Paweriomaenss MeNatry et al, (1984) y Hansen et al, (1988), realizaron
el sinileres en vires dias del dicle estral corroborands e} efecto regutadar de
ia L wiles I envereidopinesis Folicutar,

Kruip v Dhchemnan, (1988 } deserminaron las concentraciones do horrmonas
ety fesiradiol 173, progesierona y testosterona) en folfculos de 2-20 mm ylas

relacionsed eom el tranady folfioutar, o calidad y el estadio del cicla estral,
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gnificativas entre 10dos estos pardmeiros. Sefialan que
son ricos en andrdgenos al poseer receptores de

encontrando correlaciones si

los foliculos pequedos (2-5 mm)
LH en Ja teca interna y pocos en la granulosz, con la que la sromatizacién de éstos

en estradiol-170 es escasa. Al aumentar el lamafio folicular aumentan los
receptores de Lil en las dos capas, y Ja fancidn esteroidogénica se desplaza hacia
el iado del estradiol-170, siendo los folfculos mayores de 11 mm ricos en esta
hormona Los folfculos medianos son indeterminados. Apuntan una clasificacion
endocrina de folfculos atrésicos y no atrésicos similar a la de Ireland et al. (1982),
aunque schialan que se debe completar con una clasificacidn morfoldgica. Las
variaciones existentes entre estas harmonas, en las distintas fases del ciclo estral,
son muy significativas, estando relacionadas con los niveles plasmdticos de
gonadotrapinas por lo que se deben tenmer en cuenta a la hora de realizar la

clasificacion endocrina de la atresia folicular.

Finalmente (Dicleman y Bevers, 1987), estudiaron el desarrollo de los
folfculos preovulatorios, desde 1a luteolisis hasta Ja ovulacién, sefalando resultados
muy similares a los ya apuntados, aunque realizan un estudio morfoldgico de la
pared folicular mis detallado, para determinar la actividad de la aromatasa y la

luteindzacion de estas células.

Otros awiores realizaron estudios muy similares a los antetiores, aunque
introduciendo ligeras diferencias. Fortune y Hansel (1985), determinaron las
conceniraciones de esteraides y gonadotropinas en vacas normales y superovaladas,
concluyendo que estas itimas sufrfan una alteracién en a esieroidogénesis
folicular, que refleja las variaciones en el nimero de embriones normales

encontrados eotre estas hembras,

Braden et al. (1986) compararon el desarrollo folicular de hembras en el
periodo post-panc con otras ciclicas, encontrando que no existen diferencias
significativas entre este perfodo y la fase Iutefica del ciclo estral y senalaron que
la capacidad ovdrica, ¢n cuanto a funcién esteroidogénica se refiere, no es un

factor limitante ¢n el anestro post-parto.
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Branrme:er ot al. (19874, realizaton un extenso estudio sobre ba influpngls
que el gazand ool e, la tocalizacidn del cutrpo Kileo y el ndmero de fedimleg
grandes, poseen whre Lug concerrtraciones de estradiob 178 del resto de los tampe
foticutares, Sus conclusiones son muy similares a [as enconiradas por b autores
mencienados anteriormente. Lo interesante es 1a influencia de Ins folioudos prasdss,
sobre tos medianos, disminayendo sus concentraciones de estradiol- 178, mengy
que Yo fotieulon pegquefics posesn algiin tipa de “proteccsdn® Gue impads qua exe
eeen se produzca sobre ellos.

En fos dhimos asas, los estudios de la dindmica folicular hovien s han
eormpletadn "in vive” wlitizarnda la ultrasonografla eomo método de segulmientn de
Yo% folieulas en erecinuento. L.as situaciones en las que se ha empleads este radtadn
& chagndstico han sido muy variadas.

Quirk et al. (1986} monitorizaron el crecimientn, ovulacidn y regresidn de
falfentos oviricns individuales mavores Je § mm durante la fase folicular daf cicle
estral, em hembras con hnteolisis espomtdnea o inducida con PGF2a, encontrands
difevencias emre elias, en cuanto al tamafo del folfoulo ovalatorio, pero oun ua
compattarsients siilar emre hembras con luteolisly espontdnea o inducida.

Ereland y Roche (1987) propusieron una hipdtesis sobre ¢} desarrolle de s
Eoliuies dominantes, a Jo largo del ciclo estral bovino, sefialando que se produsen
varbes elelos de desarrobio de foliculos dominantes duranie ¢l mismo eiclo, cada wno
d¢ elton etm tres fanes: seleccidn, dominancia y atresia/ovalacion. En Ia fase e
seleecidn s produce un incremento en las concentraciones plasmaticas de FSH v
varies folfoutos de 5B mam comienzan a desarroliarse. Enla fase siguiente sio uen
de esres folionles aleanza un tamafo mayor, ejerciendo Ja "dominangia® sobee el
v, que se convieTien en atrésicos. Aguel folfculo es ol responsable de ha
produreien masiva de evtradied-178, Yo que se refieja a nivel plasmético con ¢
wmnems g It enocentraciones de estz hormona. Apuntan la existencia de factores
s dsiens gue ayedan al fobiculo grande a ejercer evta dominancia. En la fase
Einal, v dependienda del da del ciclo v las conteniraciones de gonadotropinas, et

o



fodtzuto ovula (la fase de dominancia coincide con la regresidn del cuerpo liteo)
o se wuelve atrésico. Esta hip6tesis fue desarrollada basindose en estudios
endocrinoldgicos y uitrasonograficos y estos autores sedalan tres oleadas de
desarrolla folicular, la primera los dfas 0-6, la segunda los dfas 9-13 y la tercera y

en ks que se preduce la ovelacidn los dfas 170, Otros autores {Savio et al., 1938),

corroboran esta hipdtesis.

Pierson y Gimher (1987 a, b, 1989 a, b) han realizado una serie de trabajos,
basados en la ultrasonografia diaria de los ovarics de hembras de dil‘e:'emcs edades,
sstudiando 1a influencia de diverses factores scbre el desarrollo folicular como, por
sjempho, ¢l dra del ciclo, fa localizacidn del ovario y el efecto intraovirico del
enerpo hiteo sobre el crecimiento folicular, corroborando 12 hipétesis planteada por
Ireiand y Roche (1987). Sin embargo, estos autores sefalan que existen hembras
e 3610 presentan dos oleadas de crecimiento folicular a lo large de su ciclo estral,
La funcionalidad ovdrica, en ambos casos, es correcta y la aparicidn de la tercera
oleada de desarrollo folicular ¢std asociada con una fase lutefnica mds larga.

Otro de los grandes misterios de la foliculogénesis es el proceso de la atresia
folicular. Nuroerosos aulores lo han definido como el proceso duranite el cual ¢l
foMeulo pierde su integridad y ¢l oocito y los componentes foliculares son
eliminados medianie mecanismos distintos a log de la ovulacidn (Byskov, 1979;
Centola, 1983). La gran mayorfa de los estudios de la atresia folicutar estdn
relacionados con los cambios estructurales que sufren los componentes del sistema
folicular, tanto el oocito como las células que integran la estructura folicular
(Rajakeski, 1960; Marion et al, 1968; Moor et al,, 1978; Kruip y Dieleman, 1982;
Centola, 1983; Guraya, 1985).

A lo largo de Ia revisién hemos ido seflalando las clasificaciones endocrinas
qoe los distintos autores realizan de esta atresia folicular, dependiendo del
coalenido de hormonas ¢steroides del Tiquido folicular y de algunos otros factores,
csno por ejemplo el tamasa del folfeulo.
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Belliny Ax (1984) y Bushmeyer et ul. (1985) sefalan que 1a elevacitn de g
i-visaminoglicanos (polisacridos), en pasticular del condroitln sulfate, pueds
conenderarse com un indicador bioquirtica de la atresia folicular puesto que dichy
tlevacion se ha observado en folfculos atrésicos clasificades como tale, mediame
criterios motfoldgicos y endocrinos, encontrandose una correlacion positiva coa ol
contenid de este polisacdrido y de fas hormonas esteroides en el quido folicutar
de estog foliculos.

Existen grandes discrepanciag entre los autores en la eleccion de uno y oy
métadn, sobre 1wdo, en cuanto a los crileriod de interpretacida del grado de atresia,
Las clasificaciones morfolégicas son complejas y estén dirigidas, preferentemenas,
bacia estudio de maduracion y fenilizacidn "in vitro”, por lo que no vamos a entrar
en su descripaidn.

En ¢l control del crecimiento y desarrolla folieulares se encuentran
implicadas muliitnd de¢ sustancias, muchas de Jas cuales son de¢ reciemte
deseubrimiento y hacia las que se eMdn orientando un gran ndmero de
investigacioned,

Se¢ han postulada tres tipos de procesos que regulan el desarrollo folieylar:
endaerinns, doeninos y paracrinos (Tsafrid, 1988). El control endocrino de la
feliculogdnesls ba sido el primera que se ha estudiado, con tesultados més ¢ menos
deviguales.

Armstrong et al. (1979} y Hillier et al. {(1981) analizaron la regulacidn de fa
biesinesis foliewlar de esurdgenos, sedalando a Ias gonadotropinas hipofisarias, LH
¥ F&H, goma principales factores fisiologicos reguladores de esta bioaintesis, Ambas
bawmenas acuan sindegicamente para estimular la secrecion de estrogenos, pero
a piveles divins, Ja LH en las edlulas tecales y las dos conjuntamente, ¢a fas
il de ha gramatoss,



Treland (1987), realiza una extensa revisidn acerca de loa 1res aspectos
sedalados como fundamentales en el control del desarrotlo folicular. Sefiala que ¢l
crecimicntay del foliculo dominante y 1a influencia que ejerce sobre ¢l resio de Ins
fohselas, son Jos primeios {actares reguladores del desarrello folicular, mediame
1a produccifin de grandes cantidades de esiradinl178. Las gonadotropinas
nipofisarias (LHy FSH) son necesarias para el buen desarrolla de las funciones
apteriores y ta ovulacion. Sin embargo, todavia no se conccen los mecanismos qus
dererminan 1a aparicién de las oleadas de crecimiento folicular (ovulatona y oo
avulatona) y ia sintesis de estradiol-170 en los fuliculos dominantes, a pesar de que
£4104 ¢ encuentran bajo las condiciones hormaonales mis variadas, a lo largo del
mismmn ciclo estral, El mecanismo de accidn de las gonadotropinas durante ia
foliculogénesis, se puede resumir diciendo que cstas hormonas aumentan ot
procests de biosinteis de esteroides, mediante ¢l aumento de la actividad
enzimatica en las células de la teca interna y de la granulosa, despuds de la
interaccibn  con sus Teceptores ewpecificos y de la activacidn de proceses

dependientes del AMPe.

%e ha sefialado 1a existencia de una serie de factores inhibidores de fa unifn
de LH y FSH a sus receptores especfficos y de una protefna regutadora del Hauido
folicular, que actian inhibiendo la sintesis de estradiol-178, y a través de log cuales,
g4 posible que ¢l folfculo dominanie ¢jerza su accion, aunque 1odavia iy estd may
clarn. Se ha poswlado 1ambién la existencia de interacciones enire esteroides
ovdricos y las enzimas esteroidogénicas, Se conacen también factores reguladares
de 12 accion de las gonadotropinas, 1aN10 promolores como inhibidores, sisndo ¢
estradiol- 178 como factor promotor ¢e la FSH, el més conocido; aungee lodavia
no %e sahe el mecanismo mediante el cual ejerce su sccidn, pero quizhs end
relactonado con ¢l aumento en la sintesis de proteinas recales 0 gramplosas que s
produce bajo la accifn de esta hormona, y qué pueden estar implicadas en b
accion de la FSH.

Ya hemos sefalado anteriormente la exisiencia de factores intragenadales
implicados en |a regulucién del crecimiento y desarrolio foliculares. Ireland {19370
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Tiafriri (1988) y Tanela y diZerega (19849} han realizado unas extensas revigones
wobre Jos mismas y todo apunta hacia el papel clave, que estos factores van a jugar
e el conncimienia completo de todos los procesos implicados en la foliculogénesi

ovirica.
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MATERIAL Y METODOS



A} ANIMALES

Pura b reatizaciin de nuesiro ettudiv se utlizan hembras de gangdy vaoia e
de @aiesa edades, razas, procedencias v apiitudes,

Evtss hormdras se clasifican en o siguentes grupos
L1 GRLEGS CONTROL:

Hemiprgs procedentes de und expionaciain de régimen interaivo localizadda
ex San Jean g2 'a Eocizslla (Auila), de raza frisona, oon alimentacion y estaddo

samitiria comroiades,
ALL . PRIMER GRUPO:

Hembeas Jo mds de dneo afos de edad, sacnficsdas en of matadero
il 8 Avila, 2 ki gae w3 Jon extrasn wngre ¥ los doa ovarios. Estas hembras
st winmflean vosmo VACAS CONTROLES DE PLASMA Y OVARIOS.

Nimezn de apmpales = §

ALY - SEGUNDO GRUPO:

Masmisras de von a dot aton de edad, sacrificadas en el matadero municipal
da Awdin, de b gue v extraen sangre v los dog ovarios. Se clasifican comno
SEIVILLAS CONTROLES DE PLASMA Y OVARIOS.

Miumeen do animsley = §

%13 - TERCER GRUPO:
Brambria o exonrn taetes de edad 2 Jas gue s¢ reslizan extracciones e
g Pk raatinet I devermibnciones karmonales. Se denominan TERNERLAS

Ydmera de animaler o 1)

L



AJ4 - CUARTO GRUPO:

Hembras de dos anos de edad, en las que se realizan extracciones de
sangre durante 50 dfas, con el fin de controlar log niveles do hormnnas esteroidas
a 1o largo de 1odo ol ciclo estral (se analizan dos ciclos esirales completos).

Nimero de animales = 2.

Estos animales no s incluyen en el estudio estadistico.

Al - GRUPOS PROBLEMA:

Hembras de procedencia desconocida sacrificadas en los siguientes

matade ros:
- Matadero Giresa, Colmenar Viejo {Madeid).

- Maisdero Municipal de Madrid.
1.as hembras procedentes del matadero Giresa se dlasifican en dos gropos

Cyona edad:
Al . PRIMER GRUPO:

Hembras de mds de seis afios de edad, de razas {risona, morycha y retipna,
dz las que e extraen sangre y los dos ovarios, S¢ denominan YACAS GIRESA.
Nimero de animales = 50,

A22. « SEGUNDO GRUPO:;

Hembras de uno & tres sdos, de raza, charolés x retinio y suizas, de las que
se extraen sangre y los dos ovarios. Se clasifican como NOVILLAS GIRESA.

Nimero de animales = 25,

Con Jas hembras procedenies del matadero musicipal de Madrid sa realion
Ia misma clasificacidn segin su edad:



A2 - TERCER GRUPOQ:

Hambras de unn a tres afim de edad, mastizas por cruge 9 churgids ¥
v, de s que Wb extraan sungre y bos 003 gvarios. Se clasifican como NOVILLAS
MATADERO MUNICTPAL

Numigrg de animales = 23

A4 - CUARTO GRUPO:

Haeorbras ¢ 4 snasas, do raza frisona, de 1as gue se extraen sangre y bos deg
ovarien, Se cdlasifican evmo TERNERAS MATADERO MUNICIPAL,
Namero de animales = 10

B} RECOGIDA Y PROCESADO DE LAS MUESTRAS.

1% RECOGIDA DE LAS MUESTRAS DE SANGRE DE LOS GRUPOS
CONTROL N® 3 Y &

MATERIAL:

- Tibes veouainer com citraso eOdieo de 16 x 100 mm Baoon
Ehheldmmon,

- Apiim especiales para los tabos voestainer de 0.9 x 40 mam (3 G x
12y Bacten [ickinson,

La sangre se albtiens por puncidn de Ja vens yugader mediante apsas y

ks vadynalaer. DR cula hemibra e extraen 20 mi (repartidos en dos rubas), gue
o gzseress 4 4% hasta e Posterisr cevarifugaeidn.
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3. RECOGIDA DE LAS MUESTRAS EN EL MATADERO:

La recogida de las muestras en €] matadera se realiza siguiendo la misma

petedologla para 108 grupos cantrol y problema,

. Recogida de sangre: la sangre se obtiene, en la pave de matanza,
desputs de Ja seccitn de Ja vena yugular. Para ¢ello, se utilizan frascos de cristal, de
5 ml de capacidad a los que se les attaden 1,25 ml de una solucidn de citrato
Irishdicn (QH,Na,Oﬂl{,O) al 50%, con el fin de obiener una concentracidn de

§ mg de citralo sadico/ml de sangre,

La sangre s¢ conserva & 4°C, etiquetada convenientemente hasta su posterior

centrifugacidn en et laboratorio,

- Recogida de los ovarios: se recogen los dos avarios d¢ las hembras a las
qop s¢ Jes extraern muestras de sangre, en Ja nave de matanza y se clasifican segin
vy sisuacion cn el animal, £s decir, ovario derecho ¢ izquierdo. Una vez oblenidos
y dasificados se introducen en bolsas de pléstico con una identificacién del ndmero
&a 13 hambra, Estas bolsas se colocan en un termo con hiclo picado con ¢l fin de
covsegir una perfecia conservacion de los 6rganos (entre 2 y 4°C), desde el
somento de la recogida hasta su manipulacién en ¢l laboratorio,

£l tiempo que transcurre entre la recogida y el procesado de las muestras
no supera, en ningdn caso, las cuatro horas,

1.1 PROCESADO DE LA SANGRE:

. Oblenci6n del plasma para el andlisis hormonal: Ja sangre se centrifuga
&2 pna centrifuga Minifuge RF (Heraeus) a 1.300x gy a 4°C durante 20 misutos.
¥l plasma se obiiene con una pipeta pasteur (Brand} y se introduce en bos de
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oy 1A% 6 mm, gt se et y seliados oo pasafilm CAmeriean Uan

Conmprens Cadh mbe 2 whnevafoades 00 N ERMEIA £R 14 gue % regivea ¢l

apners S0 gesma, of phemern do W aleemay B feeha de recogila.

. Almsemesmieats v sendsrvarida det plasma obtenida: ! plusma s
comred & - on on coagaindor, hanth i reattzacidn de s andbms boomengley,

s oeprion v ewmeann e lus bobsas oo plisticn y se coldvan en wea
winen Ponn do arigl sen sebudiia sl a ¢, procedidndiie a o caniflaacifa
o & mtadis destig gt Trefand of ol (1BA8), selencinndndnse boa erarios due
s emoewEaban on Bad heeinea twdin (ouerpo ltes ne furdional) y en fase

topumine Cunguty, o2 proved a la eliounachba do ks tefidos circundantes con el
S o dusearios perfeararesnrs. Lina ven limpios se eclocan en otva placa pera
voenpiy w owadie. Bo sobos ovarios ve leven a cabo Fax siguiennss

Rt o

200 Cwvmsgedn ded poto en hafansa de precisién (Mever HI2: ka
gmarioy w0 poan en Beson, chiminando en o posibla el excesn de
Sz,

502 Peweleseltn de la Moghud vy oenthura con ealibre Vermisr

{MEsumoen),

53k Elwifieitm G fon Bolleulon segdn wamafior

Folirelos T3 fodfuube dg @ 2 3 rom de ddmetro,
Folteatnz TY foltoszs de 2 a § mom de didmetro.
Fodtvabus Th Sdicuios d2 @ a § mom Je didmetro.
Foltundos T4 Sllovdos g2 § a B man do didmetre.
Fulteaton Vi Soliooies de W 30 mm de didmetro.
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Foliculas T6: foliculos de mds de 20 mm de didmetro.

Ena eclasificacién s¢ realiza midiendo el didmetro externo del foliculo
(imtarspecion del folfeulo con la superficie del ovario} con un calibre de precision
Vermier. S¢ toma como medida correcta 1a media de dos o 1res mediciones,

124. Obtencidn del Uquido folicular, mediante la puncidn de 1a pared de
Jos foliculos con una aguja de 0,5 x 16 mm (25 G x 5/8"), aspirando
con una jeringuilla estéril, tipo Insulina (1 ml, Ieo). EI lguido
folicular sc clasifica de acuerdo con el tamano del foliculo. En los
foliculos deé los tipos 1y 3 se realiza un “pool” del liquido folicutar
de¢ cada ovario, debido a que el volumen obtenido de cada uno de
elios es tan pequeno que se hace impasibla su andlisis por separado,
El Hiquide folicular, del resto de los tamaos foliculares de nuestra
clasificacién, se analiza independicntemente, por lo que se introduce
¢n tubos de pldstico a los que se les afade una concentracién de
citrato trisddica al 509, de 25 ul/ml de liquida folicular para impedir
su coagulacidn,

Los tubos que contienen el liguido folicular se etiquetan para su correcta
idaeificacidn. En la etiqueta s¢ incluye el mdmero de animal, 1a identificacion del
fnttento, los ml de liquido folicular, Ja siteacion del ovario (derecho o izquierdo) y
Is fecha.

Estos tubos se tapoman y sellan con parafilm, conservdndose en un
eangelador, a -3° C, basta su andlisis.

$e crea wna ficha para cada animal en la que $e anotan todos los datos.
ohtenidos de ambos ovarios: Pardmetros ovdricos, clasificacion de Tolfieulos,
volumaen de Hquido folicular obtenido en cada foliculo, ewc. Esta ficha se
eommplementa con los pardmetros fisiol6gicos de cada hembra, coma por ejemplo:
estado de valud, estado reproductor, ete.
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) ANALISIS HORMONAL DE LAS MUESTRAS DE PLASMA Y LK3Z0
FOLICULAR: DETERMINACION FOR ENZIOINMUNOANAL ISTS, £L15A D

Yo wrikizs ¢ enmwmoimenaandbsiy, ELISA de compericifn pum @

sowevnpmaszife S8 kn Permomal  ¢sterpides  progesteronma.  estradiod 178 ¥

LAY,

B movesurta uea esandarizacidn, o paestd a punso, previa det méeads pan

adpearkn ¢ B deseminaciones otmonaley qut se quicren reatizar (en plasma y
thguidn fotiontn) La evandarizctidn o2 realiza en variay etapas:

i

Vi

Prostuecitn de antiewerpos policlonales Frente a cada wna de Yug
hormasas gtrdiden.

Pordicasitn de ks anticuerpes prticlonales produciden.

Carzvesizpcitn e bos antiewerpos punficados.

Compugrdtn da ks dormones esteroides 3 fa emtima maresdora,

Caraneciangidn d2 ko eonjugadon,

Estandusiracitn  proplaments  divha del método ELISA de
siTEpaTida,

Prosessde de revpindos,



1. Eleccion de la especie animal [dénea para la produccién de

anticuerpos policlonales:
Lz especie animal clegida es el conejo (Orycrolagus cumictihes).

Pzra ¢l proceso de inmunizacion se utilizan seis conejos machos de raza
Nueva Zelanda, de la variedad blanca, que se mantienen desde  edades
comprendidas entre los dos y (res meses con 2,5 - 2,8 kg de peso. Los animales
fueron suministrados por Granjas Jordl (Rarcelona) y 2 su llegada se les somete a
un examen detenide de su esiado de salnd {pelo, picl, coloragidn de mucosas,
extremidades, presencia de mucosidad en fosas nasales, heces, temperatura
corporal, eic). Asimismg se les pesa y sexa, en prevencidn de algin tipo de
equivicacion, S¢ comprueba que los pesos oscilan entre los 2,5 y Tos 2.8 Kg.

Pasada este empo de cuarentena (48 h) se les introchuce en sy alojamiento
defimitivo v allf s¢ les tiene diez dlus en observacion, para comprobar qus la
adapracion a las condiciones de alojamiento, alimentacidn y bebida et correcta.

Condicienes de alojamientot

Los animeles se introducen en una habitacidn, de ambiente controlado. Las

condiciones de alojamiento son las siguientes:

. Jaulas: Se utilizan jaulas metdlicas individuales de 42 x 61 x 35 e, Estas
jaulas estdn provistas de hebederos automdticos, con Ia posibilidad de
adaptar un biber6n ¢n el caso de que fuese necesario.

Todas las jaulas poseen una etiqueta de identificacién en 2 que s¢ va
registrando todo 1ipo de manipulacién que se realiza 3 los animales.
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- Temperatura: 20-22°C.
. Humedad relativa del amblente: 45-35%%
- Renuvacida del alre: de ditr 2 quinge cambus por hora
- Numinacidn:

a) Citlo horas e huz/ horas de oscuridad: 12/12.

b) Entensidad: 150-400 hax.
- Alimentacién: Los animales sou alimentados con piento espasial pava
conejo en forma de pelles. La administracidn fue "ad Libinam® basta gue
aheaszaron los 1.5 Kg, momento en que 36 les restringe al alimenn a 230y
diasios, racidn gue satiface cun craces sus necesidades mutritiviy e dapnde

B engorde excesiv.

« Agat; Bl agua de hebida o administra siempre “ad libtuem®. Bl Smga
funconmmienio de ks bebederos se comprucha didriamente.

Les animales se pesan semanalmente y cuando alearzan los 13 Ky s
commenaa ef proteso de inmuniracion, empledndose dos animaley pos hoveent.

1.2 - Inmundégenos y Adyuvantes:
Lon inmunigenos eleghdor para ¢ proveso da inmimnizadudn ses.

o d-Apdroargn1 1508 3-Ona JCMO:-BSA
Con una relacida de 23 moles de esteroade: mol de BSA.

- 5-Cotn- 1 Th-Estradiol SCMO:BSA.
Con urg refasidn de 25 moles de esteroide: mol de BSA.
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- 4.Pregnen-11a-013,20 diona Hemisuccinato:BSAL
Con una relacién de 22 moles de esteroide: mol de BSA
Tocdas bos inmundgenos son suminisirados por Sieraloids Inc.

Adyuvantes: Se utilizan como adyuvantes ¢l completo & incompleto de
Freand [ACF y AIF).

- Bordetella pertussis, como potenciador de la produccién de anticuerpas,

1.3 - INMUNIZACION DE LOS ANIMALES.

La inmunizacién de los animales seleccionados se lleva a cabo siguiendo la
prrgta de inmunizacidn descrita por Vairukaitis (1971) y Munro y Stabenfeldt

(L0934}, introduciendo las modiflcaciones opartunas.

Este proceso consta de las siguientes ¢tapas:

- 19 Preparacidn de los inmundgens.

- ¥ Mawdov Pauta de {nmunizacidn: inyecciones, sangrias, inyeccinnes

de recuerdo o boosters, eic.

a) Inmunodifusién doble de Ouchteriony.
b} ELISA F.0S..
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18 BREPARACION DE LOS INMUNGGENOS.

Los wmundgemts we prepanin de acverdo con el mdnds de Mings ¥
Stabrafell {194). El primer paso comuiste en dasobver cada uno Ja o ennsgde
mmeoiintes en soluciGa wHna A una comeemtracidn gz 1 my de cempgade
hermena BSA/ml de sohscidn saling al 0.85%.

La eansidad de conjugado inmanizante que se invecta es de | mg, por b gea
1l ds asta solucidn se emuliiona con un volumen igual de adyavanie complasy
de Freund (1 mi),

Cuazdo la mancia sdquiere una consistencia apropiads, se deja reposas sy
mimens pord comprobar qus la emeleidn sea wotalmente homogdeea v que ia fe
2EUDRA 1 48 YERATE.

Madarial

~ Jeringuiltas envériles de polipropileno de 2 mil de cona luer. Iea,

- Conaeter de jeringwilias de conn buer. Sigma.

- Agwing ewdriles e 08 x 28 e (21 G x 1) ko

- Immmdgenos. Steralaidy Inc,

~ Adyumpnes eormpletn e ineoenpleto de Freuad: Difen,

« Nof?l Produs,

- Agud purificeda. Dpto. da Bioyuimica de 1a Facsitad de Vatgrinaria,
» Sodgitn Sallna GRI%.

« Bordotelly portussis. Welleome,
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Para cada hormona se utilizan dos animales. Todos ellos son pesados antes
o o saar ba inmunizacion en una biscyla (Mobba). Los pesos se situazon emire
14 v 36 bg. Ettas pesadas se repiten cada vez que se les realizan Jas inyecciones
el pamundgenn v las extracciones de sangre.

Liza vez pesados se procede # rasurar todo el dorso del animal con una
enlpitiei ekatrien (Oosler) ya que ¢l método de inmunizacidn que se va a yrilizar

a3t Jo reguicere.

Para la inyeccion del inmundgeno, los animales se colocan en una caja de
piistico durg lransparcnie {cepo) v, antes de cada inygeeitn, la pisl se desinfeeta
gon etanel {96%) (Prolabo).

El metodo de inmunizacidn consiste en realizar yna seris ds inoculacionss
tatraddrrnicas de muy pequefia volumen (1 mi) en el dorso del ardnal, Con en
sndtendn y gracias a la propiedad del adyuvante completo de Freund de ormar una
serie de pequefios granulomas asépticos, rlecs en macrdfagns y ot ofiulu
ipmpmacompelentes, s¢ congigue aumentar Ja respuests inmuncddgiva del anfmat
tnmgmizada.

En la primera inmunizacidn s¢ incoulan 2 ml da Ja emuliidn s
adymvanta compleio, preparada con anterboridad, de tal manera que ks comthdad'dip
imnontgeno administrada es de 1 mg Los 2 ml de emuliidn se reparten en 29
intenlaciones de 0,1 ml cada una, signiando un orden determinadiy e of domo de
cada smimal. Parg |2 inyeccibn del inmundgano se uiilizan sguios de 04 x 35 mm
BGx 1M
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En cada punto de inpoulacidn se forma un paqueRo sbultamisnia, Ja g
indica que la inyeccidn +¢ ha realizado adecuadamente. Estos peiypsefos gramsinmy
son observadus diariamente, para comprobar su progresiva disminucitn de tarats,
con ko gue ¢l inmndgeno inooulada estd siendo liberado de manera adacvads, En
el cazo ¢ Ia rotura de alguno de estos granulomas, el animal fue rafadn con wea
solagién antiséptica { Vioforme, Ciba Geigy), pars impediz 1a infeccitn é2l misue,

En esta primera inmanizacion se adminisiran intramuscuslarmeste 0.5 ol de
Bordeicia pertassir. Esta endotoxina produce un mayor estimulo de los binfochos B,
reforzando 1a respuesta inmunolégica d¢ esta primera inmunizacion.

CALENDARIO 00 PAUTA DE INMUNIZACION: La pauta da inmunizaciin
¢5 ba misma para todos los animales y pars ¢ada hormons.

e realiznn cuatro administracioties de ] my de inmumndgero disuehin ea
solucidn salina y emulsionado en adyuvanie completo de Freund con un intervals
de dos semanas cada una,

Uns seonana despuds de eadn insculacion se extraen 10 ml de sangra con el
fin de delerminar ol titslo de anticuerpos due 8¢ va consiguienda.

La primera sangria se realiza a fod diez diss de¢ la cuaria inoculackin,
Sesputs de determinar que el tinlo da anticuerpos chienida ¢4 suficienis parg
empeiar su purificaddn,

El primes hooster o inyeecidn de recuerdo, se administra un mes despubs
de 12 evania inmenizacion. Exe beoster asth compueno por 1 mg e inrmundging
Simelo en slocitn salina y emulsionado en adyuvante incompleto de Freond, Usa
samana denpuds se realiza la segunda sangria,

£ 1tal s¢ sdministran cuatro boosters, separados unos de otros wa met La
compasicidn de estos boosiers es la misma que la del primero admimsirado.
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Usa vez conseguide un tulo estable de anticuerpas se realizan sucesivas
sangrias, separadas unas de oiras una semana, hasia un Intal de 12 sangrias por
ammal.

Eatas extracciones se llevan a cabo segin el método da Nliera ot al, (1989)
a partir de Ja arteria ceniral de la oreja.

En cada extraccidn se obtienen 40 mj de sangre por animal sia que sufra
inguna alieracibn en sus constantes fisioldgicas, v que se comprobd realizands
wisa analitica sanguinea: recuento de enitrocitos y leucoddios, fonmula levencitaria,
hematacrito y bioquimica sangulnea (hemaglobing, giucosa, bilirrubing, creatinina,
ALAT, ASAT, aic.)

OBTENCION ¥ ALMACENAMIENTO DEL PLASMA PROCEDENTE DE LOS
ANIMALES INMUNIZADOS.

La sangre recogida en cada extraccidn s¢ centrifugn en wna centrifuga
refrigerada Minifuge RF (Heracus), 2 4°C, o una velocidad de 1.XX) x g duramis 20
mingtos, El volumen de plasma oblenido ¢s ¢l 80% del volumen inicis) de sangre,
por 1o que se pueds considerar que el rendindento conseguido es Aptimo,

Este plasma se introduce en tubog de plastico estériles (15 x 38 wim) gue s
wponan ¢ identifican convenientemente. El plasma s¢ conserva a -3PC hawa ¢l
momente de su purificacidn,

L4 - DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUERPOS A LO LARGO
DEL PERIODO DE INMUNTZACION,

La determinacifn del timlo de anticuerpos que s¢ van peodurizads a b
larga de 1a inmunizacidn, se lieva a cabo por dos méwdos:
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) Ternmmadifushin doble de Ouitnerlony,

b) ELISA FLS.

S INMUNODIFUSION DOBLE DE QUCHTERLONY: Para sy realizasidn,
sg writizan placas Pewri, de pobestireno, estdriles, de 35 x 12 man (Nuncton), Bl ot
uedizado o8 Agara A, Gue bo prepard & una concentracitn del O%% en solucidn
safina of 0.45% La Agaresa se licta al batio Maria 2 ura temperamira de WG,
jmgpidiendn 1a furmacidn dg grames. Posteriormente se deja reposar hasta gue ia
reenpetatnrg duminye 2 8°C, momento en ¢l que s¢ depositan 10 ml do agaresa
en el fondo de las plassa Pewri. Para comseguir que el gol se eaxpands
uesfprmamests whre ¢l fonds de las placas, dstay se colocan en wna superficie
phana, perfactamenss nivelada Lag placas se tapan para impedir que sobre ¢l se
depasing polvo o eudlguier otro Hpo de material, hasta que la agarosa se wolidifiea
witakams, Bl espesor e Ja agaresa es de 12 mm. Se perfioras, com ayuda de un
cilimdre bpeen, uwma sie de pocilios eon capacidad de 10 wl cada urer v poalin
eewral v szid perifdriens. separades wnos de otras 13 mem,

B e} poifly contral 5o deporizan 10 ul de antigens, as deoir, ko covjegados
Seromera BEA wiiblendes en 13 inpmaizaciin, 3 wha contentracidn da 1 mg/el En
s peefirichs s Sapositan 10l de plisrma de los comedss immurdzadis o i
shdennen dinctenss, en sodpcidn saking al 0.85%: 1/10, 1/%8 /Gy 1/ 4 en el
st rosseae oo depesiia el plasea win ditaly.

Lo pue Potrl oo eolocun domtro de wn desecator cuyn fondy s lzea 4
sfa whdbea @t % (Mavek) para mpedin la profiferacidn de microorganismet v 58
dufa Efumiit o somperamea Mebieote dururte 48 horaz, Pasado este mempo, 58
vlmsrean s Behs 2o preciitaeifs forosados v se evikia ¢l thulo oblenido.
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Preperacidn del Gel de Agarosa 8l 0,9%:

- Agarosa A, Pharmacia.
» Sotucién salina al 0,85%.

Se preparan 20 ml de gel, para Jo que sc pesan 8 mg de agarosa que se

disuclven en solucidn salina al 0,35%. El volumen sc ajusta 2 20 ml en un matraz
afotado (Durdn).

1) ELISA DIRECTO_(F.LS.):

Este método ba sido desarrollado por nosotros y con €] es posible conocer
<l trula ds los antisueros que se van produciendo a lo largo del proceso de
inmnizacidn de una maners sencilla y directa. El tftulo de un antisuera jo
podemos definir coma [a dilucion mds aita que resulta dptima para el desarrolio
de un método especifico (en nuestro caso para el desarrollo  del
enzimoinmunoandlisis), produciendo 1a minima reaccidn inespecifica de fondo
{Boenisch, 1989).

Matgrial: El material wilizado para el desarrollo de esia téenica es of

siguiente:

- Placas ELISA de poliestireno de 96 pocitlos (Dynatech)

. Tapas de poliestireno para placas ELISA (Dynatech).

. Pipetas avtométicas Eppendorf (Merck) de 10-100 ply de 100-1.000
al,

- Pipeta multicanal de ocho canales, de 50-250 ul {Costar).

. Vértex: Reax 2.000 {Heindolph).

- Pipetas de cristal de doble envase de 1, 5 v 10 add (Protdn}
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Parafilen (American Can Co).

Tubos de essave de crmmal de 25 x 73 mm y de 25 x 150 mm.
{Pherda).

Puntas, d2 ua sedo wso, para pipetas Eppendorf, 0g 10-200 ] y de
11yl (Cossfortips, Epperstorf),

Pumias du pipeta melticanal, 25250 ul (Costan).

Lector ausemdsico ELISA (Esrogenetivs).

Reastives

Conjugades hormena-perexidasa: copjugado de  progesterena,
comjugadn de estradioh-178 y conpugado de testosterona. Todos ellos
wa pregaraded y caracterizados por  aosotros  sigulendo el
procedimiento que 16 detallard mas adelante.

Porduido de Hidrdgena (H0,) al 26% y 110 vol (Panreac).
Crtofenidn-Giaming dibidroclorhidro (OPD): tabletas de 10 mg
(Shiprma ).

Solciones tamsdn: Lag soliciomes mpdn son las mismas qua se
witinan en el ELISA de commpeticidn v su composicida y realizacidn
s detallarda s adelame.

Flaema i fos anirmales inmwmizados frente a progesterona, esteadioh
17 y sempmtarima,

PESARROLLO DE LA TECNICA: La téomica estd basada en o
g de wpa wvie de diluciones dul plasma de los animales inrmerndzadas,
o g wpers sblidn irere (pocifins o 1 micreplacal. Se aftade ol comugads
uma-enEim, 68 w dducidn fila. Dewputy se afinds ta mezcla del sustrato ¥
o wromdgern, de vl wavera gue al ser hdrolizado este wwtrato se produsitd un
sudy enirifiealin en o beetor ELISA

Las dilwesnees dp plasmna gue se wikizan son: 1710, 1/50, 17100, 1/500 y
1L waemiidn ne taphian aiguned pocifios com el plasma sin diluie. Esas
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ditiongs s6 realizan en wbos de ensaye de 15 x 5@ mim y de 15 x 100 mm, con

ago purificada,

Lo poxitlos de la placa ELISA se tapizan con 100 pl de estas diluciones y
s mantienen & 370 durante 16 horas, pasadas 123 cuales }a placa se vuelca y se
practican tres lavados para elinivar ¢l material que no haya quedado adsorbido,

Una vez s¢cos Jos pocillos s¢ afade ¢l conjugado a una dilucidn de 1/10,000,
Eqia dilucién se realiza en solucldn tampdn EIA: se depositan 50 ul de sohucién
mpdn ELA, inmediztamente se afiaden 50 i de conjugado y se incuba en la
capuridad dutanie dos horas, Despuds de este tempo, 1a placa se vuglea y 5¢ Java
wizeo veces con solucidn de lavado. A continuacion se aflade el sustrato {100 pl)
con ¢l cromdgeno y s¢ incuba otra hota en la oscuridad, & temperatura ambiente.

La dentidad dptica, del color desarrollado se mide en un Jecior avtomdtics
ELISA a 450y 600 nm, abservindose que cuanta mayor as J2 dilucidn del plasma,
i que segiin ¢l criterio de Boenisch (1989) corresponda al tiulo del antisuero, més
¢olor se desarrolla,

Se considera un Hnlo Hptimo para empezar la purificacion del antdswers, 4
partir de. L7500

Lrna vez finalizada {a inmunizacidn y sabiendo que existe un buen tiuko de
amticeerpos policlonaies, st procede a su purificacitn, empleando los siguienies
métodod:

A} Fraccionamiento de los antisueros de conejo mediame b
precipitacién saiina del plasma con salfato amdnico sitgrada,
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B)  Dilisis y Gel-filtracitn de los antisueros precipitados para elimingr
tos isnes sulfato.

C}  Adsorcidn de las gammaglobulinas anti-BSA,

AMONICO SATURADO,

El fraccionamiento de los antisueros, presentes en ¢l plasma de los conegns,
s reatiza mediante 1a precipitacidn salina del mizmo con sulfato aménico saturada
{Garvey et al, 1917),

1% Preparacida del sulfate amdnico saturado; Solucion de (NH,),50, 4,1M
saturada al 1004 a 25°C: se disuelven 76,7 g de (NH,),50, (Merck) en 100 mi ds
agua purificada, ajuste del pH & 74 con OHNa M.

2% Precipitacidn sakina del plasma de los conejos inmunizados: Se resliza

4 4B tercie de aaturpcide, por ser eMe porcentaje de sulfato amdnico &} dptimp
para esa especis (Hebert et al, 1973),

A 2% wl da plasroa, de los distintos animales, 3¢ les afiaden 10 ml ded
{NHL B0, fsaturade 3l 10075), gata a gola, con agitacidn constante, para lograr
una wercla homoginea con el plasma.

L meeia ve mansiene en agivacidn durame dos horas, despuds se centrifiga

i wtnperararad apbiente a 1200 x g derante 20 minutos, obleniéndose um
peseipitody bazen, Sa desecha el sobremadante y el precipitado se resuspende en
o0 il o sudegibe valime, eon o) B d¢ resizurar ef volumen inicial de plasma del
fu parkinad ol predigivar, Ba este primer precipuado se encuentran wxdas las
whulisas, algln etm tipo de ghubwlinas v un porcentaje minimo do
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abidminas.

Se realizan dos precipitaciones mis con ¢ fin de eliminar componentsy de}
phasima ro deseados y €] tercer precipitado se disueive en 10 ml de solucifin tampon
borato-salina.

REACTIVOQS:

+ Adido Bdrico {H,BO,). Merck.

- Sulfato Amdnico ((NH,),50,). Merck.

+ Hidroxido Sodico (NaQH). Merck.

- Tetraborato Di-sddico (Borax) (Na,B,0y). Merck,

« Clorurg S4dico (NaCl). Probus.

Solucidn tampdn borato-sallua: Para 1.000 ml de sohacién:

- H)BOjZ 6,18‘4 g.

- N3,B,0,: 9,536 g,

- NaCl: 4,384 2,

- Agna purificada: Enrasar a 1.000 ml.
Sotuclén sallna 0,85%,

Solucién 2M de Sodle Hidréxido,

Mezclar cinco partes de la solucion borato con 93 partes de solueidn salina.

El pH de 1a solucién tampda borato-saling se ajusta 2 8,5 eon NaOH 2M,
&n un pHmetra (Crison).
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1) DIALISIS ¥ GELFILYRACION DE LOS ANTISUERQS FF

La eliminacidm del exceso de iones sulfatn del entisuero se realiza por dm
méindos; Didlisis exbaustiva y Gel-filiracidn,

12 Diglisie: se wiilizan membranas de didlisis de 33 x 21 ma (Sigmay Les
poros de esta tripa poscen un didmetro suliciente como pare due ks tunes salfan
libres la pusdan atravesar, reteniendo en su interior moléculas de elevado pes
molecular eomo las inmunoglobulinas,

Previnmarde ton Jawvadas eon agea, introducidndolas en un vaso ds
precipisaddo de 100 wl durante tres horas,

Ura vez lavada, la membrana s¢ introduce en otro vaso de precpitads de
cristal qun eontiont solucidn tampda boraio-saling, ¥a que no se debe ssear nunta,
porgue boa poros se obstruirfan, Se ciarra por un extrema con sedd, amddandoly
perfectamants para evitar pérdidus del anticverpo con ¢l que vamas a Hesar la
sipa. Se izsufla aire, o esta manera 1a membrana 84 hincha y con la ayuda de uaa
pipeta pastour se Bena con 1a solycidn que contiene Los saticuerpod. Se cierra cm
seda, asmadndola perfectamente y se coloca suspendida en ¢l interior de ua voso
de preciphiado de erisial de 1000 ml, que contiene tampédn borato-saling, sehuciin
feenie 2 la que 3¢ realiza la didligis, La temperaturs 2 la que se dializan i
antimenos e de 4°C, con dos cambios de lquido 2l dia (mafama y tarde). Loy
ambouerpos s dialzan duarants 48 horas,

Es impertante medic ¢f pH dal Yguido do didlisis, ya que ésta debe
realizarse con vn pH Egerumemte alcaling pues de o comtrario 103 anticuerpes

Fimatizada Y didlisis, ot antogerpos se sacan de Jas membranas y s¢
issmduoss en tubos de comrifuga, para elindnar el material insoluble formado,
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raediante centrifugacion durante 30 minutos a °C a 1300 x g,

2t Gel-filtracidn: Para lograr una total eliminacin de los iones sulfato que
haynn podido quedar después de la didlisis se emplea la Gel-filtracidn, Este
método end basado en la separacidn o fraccionamiento de moléculas contenidas
en una muestra que difieran totalmente en tamafio, medianie ¢l vio de un gel
apropiade. [as moléculas grandes atravesardn o se filtrardn a través del gel
apareciendo intactas o logrdndose una recuperacidn del (0696 de fas mismas
despuds de la fliracidn, mientras que las moldculas de pequedo tamafo (como por
cjemplo los fones sulfato) quedan retenidas en las mallas del gel y son Hhradas
posteriormente.

E) gel que s¢ viiliza para esta Gelfiltracibn ¢3 Sephadex (5-28 (Pharmacia).

Preparacion_del gel: De acuerdo con las caracterfsticas del gel, ¢l tamano
de la muestra y la gelfiltracidn que se va a realizar, s caleulan los gramos

necesarios de gel seco:

. Un gramo de gel seco carresponde a 4 ml de gel hinchado.
. Se debe calcular los ml de lecho en funcidn de que la muestra 4 ehefr
representa el 309 del volumen de 12 misma.

El volumen de gel necesario es 33,3 ml, equivalente a § g de gel seco.

El gel seco, se introduce en un vaso de precipitado de 100 mi  al que
afiaddimos 50 ml de agua purificada. E! gel se deja asf durante tres horas,
removiéndolo de vez eo cuando muy suavemente, cot una varilia de vidrio pars no
romper Jos grdnulos y que ¢l hinchamiento sea homogéaeq.

EMPAQUETADO DE LA COLUMNA: La columna rromalogrifica s# coloea
¢n posicién vertical. E! extrerno inferior de Ja columna se dierra y por ¢l superior
s¢ procede a llenar ¢l fondo con ] tampdn de elucidn. Se comprueba que po quada
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g g de wire en el imarior del enpacio Venada y w ermpieza 2 inroducty
o ol Amis de comenuar 3 empagnetarin, se elming ura delerminada canyidiat
Mgt et gt e 3] manera e bue mlquitra una consistencia espeia. El gl
ws imroduat gon T syeda dv una pipets de cristal especial para Agar, hava Henate
et 10 colsoma. ED ess momeme, 3¢ conena el extremo inferior a la bomba
periiinng y el wperiar 4 ud revipients que contiene el tampén de dlucifa, E1
fyie 54 st 3 ¥ wl/bora Taeta gue se comprueha que la colurmna ba quedado
LTS SPRQETIAa ¥ (U0 RO S8 observa, on s mterior, ka formackin e
Irtins de dre

i wsmpdia 4o ohuvidn wsiiiaade eq sclucidn tampdn borato-ssling de pH ==
.5

EQUILIBRADS) DE LA COLUMNA. La cobsmna s equilibra dejando pasaz
way wdimenes &8 wamptin de elezidn, wtilizando un flujo de 60 mi fhora, Despuds
o8 misde o pHl del eduyente v evandn 82 comprueba que es igual sl del tampdn S
ehatifin, oa grocads 3 pasar ka muestia,

GEL-FILTRACION PROPIAMENTE DICHA: La gel-filtracidn se realiza
arifeamin va agips de erematografia Houida de baja presidn (15¢0), compuesta
par bon siguientes elementon:

Bensba peristditica Tris de dus vias,
Phetector &0 absorbancias V, que abarca los espectros visible ¥
whtewriglnta,

" Codenvse da fracciones Rewrever 11
Tubn de sifivons de 3 mm de didmetro para conectar lodos los
eloxsentes. Macpinsa,
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Consta de dos fases:

a) Aphicacién de la muesira a la columna.

b) Elucién de la muestra.
#) Aplicacion de 1a muestra s la columna;

La columna se abre por el extremo superior y se elimina todo 8 liquido
pasta ¢l borde superior del gel. Se aflade gowa a gota la muestra con una pipeta
Pasteur, dejindola resbalar por las paredes, para evitar la formacion de
tarbulencias en ¢ interior. La muestra se deja caer por gravedad en el espesor del
gel, posteriormente se vuelve & HNenar la columna con tampdn de clucidn hasta el
borde superior, 1¢ cferra y s conecta a un recipiente que contiens el tampdn de

ehcitn.
b) Elucién de |a muestra:
$¢ lleva a cabo bajo las siguientes condiciones:
Velocidad de fujo: 30 ml/hora
Tampén de elucidn: borato-salina de¢ pHi= 85
Langitud de onda del registro: 280 nm
Amplitud de banda del espectrofotémetro: 2 nm

Volumen d¢ elufdo recogido en cada tuboi 10 mL

Con estas condiciones de ¢lucidn toda 1a muestra queda contenida en un
subo, eont lo que la recuperacion de la misma es del 1009,
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PRUERA DEL CLORURO DE BARIO.

Esta proeta unve parg comprebar 12 ausencia de lones wifato en el elulda.
Se recogen 3 mi de ¢luido de los tuhos anierior y posterior, al qué contiees la
mussira v se 1¢ afiaden 6 gotas de Ba,Cl al 1059 (Merck), La aparicién d2 uma
terbidez Blanca o d¢ un pequedto precipitado del mismo color, nos indica b
presemcia de iones sulfata en el eluido, pero como eso no equrrid, podemes
apeeciar qus ruesira muestra estd libre de €508 iones.

) ADSORCION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-HSA,

El éitimo paso en la purifieacion de Jos anticuerpos producidos freate a
progenterona, estradiol-178 y testosicrona, €3 Ia eliminacitn de uns pequeds
feaceidn do antituérpns prochucidos fremte a la protelna transportadora (B3A)
inchatda en tos conjugades inmunizanies, Estos anticuerpos pueden producir wng
{mterferendia inespecifica en Jos sistemas de micro-fase sélida (Thormeyeroft et al,
1970). La elimieseibn d¢ esta fraccidn de anticuerpos se cfectus mediante la
adsorcidn d los mismos con uea camtidad fija de BSA que se afiade n los ubos
gut comtiensa los dirtimies anticaerpos,

REACTIVOS:

« Allxdmina sbrica bovina (BSA). Sigma.
- Sclucidn tampdn borato-sabina.
- Antiguerpos anthprogesterons, anti-estradiol-178 y anti-testosterona.

Para deterovinar fa concentracidn idénea de BSA para adsorber Ja mayor
francitn de antiousrpos anth-BSA, 3¢ afaden cantidades variables de la misma 2
uza serie € tubos de 25 x 75 mom, que contienen 0,5 mi de amticuerpo. Las
eomcaniraciones de BSA que se adaden son los siguientes: 20,00, 10,00: 2.00; 1,00
030 0.1 y 002 wmg/ml de tampén boraic-satina. Se mezclan 05 mi de cada
dibpeiden oon 0,5 mi de anticuerpo. Se realizan ¢os incubaciones: la primera a 37°C
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durapte una hora y 12 segunda 48 horas a 4°C. Posteriormente, los tubos se
centrifugan 2 1.200 x g duranic 30 minutos, observindose Ja formacién de un
precipitade blanco ¢n el fondo del tubo. Se selecciona el tubo que contiene el
precipitado mis grande, wilizindose ¢sa concentracién de BSA para adsorber los
anticuerpos anti-BSA. La concentracién seleccionada fue la correspondiente 2 0,02

mg BSA/ml.

El precipitado blanco formado contiene los anticuerpos ami-BSA que
reaccionian con ¢l BSA afdadido, por lo que se descarta. El sobrenadante contiene
lus anticuerpos purificados ya libres de anticuerpos anti-BSA,

La determinacidn del rendimiento o concentracién protelca de los
anticuerpos purificados s¢ realiza por ¢} métoda de Bradford {1976).

Es un método colorimétrico basado en el cambio de coloracidn que sufre
¢l azui brillante Coomasie G+250, en su variedad de color rojo. Este colorante vira
& azul al unirse con las protefnas. El complejo colorante-protelna posee un elevado
coeficlente de extincion, conduciendo a una gran sensibilidad para la medida de las
proteinas,

La formacidn de este complejo ¢s muy répida, aprodmadamente de 2

sinuios y permanece estable, al menos, durante una hora. Esta reaccidn se puede
cuantificar midienda la densidad 6ptica en un espectrofotémetro.
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- Albgminn virica boving Fraceidn ¥V de Cobha (BEA). Sigma.
- Asidn Oro-fosfbrico $5% (H,PO,). Merck,

- Azl brithame Conmasie G-250. Bio-Rad,

- Bragad 9598, Merck,

~ Filtrn do 0.8 pm. Millipore,

Preparacién del aznd brilianiz Coomasie:

1 $¢ Gimpelven MX) mg de aml brifaste Coomasie G250 en 50 od dp
eazed 8] 9% La disohesifn s efoctud en culiente, para evitay la formaciin &y
frumes, duraase M) xinws conmo minimo, (on la ayeda de wn aguador mgadtug

£ Boamsem).

B, Adieidn de 100 mi de H,PO, 85350 y ajuste del volumen a 1000 »i aia
wpe parificada,

1 Filwado a wovés de un Hbro d2 0.8 wory se deja enfriar.
Freparprida de las moestras esténdar d¢ protefea;

Las mwestras ewvdedar d¢ protsing s8 preparan ¢on albdming sérica buving
¢BBAL

1a aibwina shebza bowiza se diseeive on tampda borato-salisg, el misme
on &l gt esin dibeide Yo mwestras problemra ¥ a partr de uea sfeditn madn

dn 2 myfe] s venlizam lag sipsiontes dilnelonsx:

- 0% 0.1 023 v 3 mg/ml.
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Métoda:

Para la realizacidn del ensayo se utilizan tubos de 13 x 100 mm. Fn el
imetinr de cada twbo s¢ afiaden 100 4l de cada endndar y 100 ul de Jas muestras
que van & sef analizadas. Inmediatamente después s¢ afiaden 2 mi de azl briliante
Coomasie y s¢ meacha &n un vortex durante 20 segundos. Una vez meaclados se
dejan estabilizar durante dos minmos, antes de proceder & su Jectura en un
espectrofotdmetra,

Para la Jectura se utilizan cubetas cromatogrificas de vidrio de J m
(Shimadzu). Bl blanco ptilizado consiste en una mezela de 100 5} de tampdn
borate-saline y § ml de azul brillante Coomasie. La lectura 3¢ realiza a 595 nm.

La curva estdndar s¢ construye enfrentando las concentraciones conacidas
d¢ proteina (mg/ml) con la correspondieme absorbancia medida, Las muestras
problama se refloren a esfa curva estdndar para determinar su concentracién de

profeina.

Ef tfrulo de los anticuerpos obtenidos después de fa inmunizacion y
purificacidn, s¢ determing mediante su practicabilidad en ¢l BLISA, willzando
dfutiones variables de anticuerpo y de conjugado hormona-emtima, So considera
eomo ttalo 12 dilucifa que presente una absocbancia de 06-0.8 2 450 am (Muare
y Stabenfeldt, 1984).

Las diluciones de anticuerpo que se emplean en todis b casin som
17500, 1/1.000, 1/2.000, 1/4.000 y 1/8.000.



Las diluciones de conjugade hormana-enzima son: 1/10.000, | .00,
1/40.000 y 1/80.000,

La metodologfa ¢ igual 2 la que dewallaremos posteriomens pana
determinar ks diluciones dptimas de conjugado y anticuerpo en
ELISA,

S¢ realizan pruebas de reactividad eruzada, de los anticuerpes policlonales
para comprobar Ja especificidad del anticuerpo producido, frente a otras hormonas
esteroides. Estas pruebas se levan 2 cabo mediante ELISA de competicidn, euyo
desarrolio y puesia & punto dewallaremos en un capitulo posterior,

Lea estervides que se emplean para 1a realizacion de estas pruchas de
reactividad crozada son:

19 Para log anticuerpos antl-progesterona:

- 4-Pregnend,f-cona (Progesterona).

« $i-Pregran-3,20-diona. (Pregnandiona).

» -Pregnen-11a-ol-3,20-diona (11a-hidroxiprogesterona},

memnm&m&m (17e-hidroxiprogesterona).
spei-dla-ch3-ona (200-Dibidroxiprogesterona).

~ &-Pregen-200-01-3-0ma (208-Dididrontprogesierona).

« d-Fragoen-148,170,2 1-trlol-3 20-dlona (Cortisol).

» LAS M-Estratriend, 178-dio} (Estradiol-)78).

= LY 10 -Batratrieer, 15a,1784ri0t (Betricd).

- 13510 Estratrign-3-0}-17-0n3 (Estrona),

~ 4-Andresten-173-ok-3-0na (Testosteronal.
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7* Para Jos antleverpos-anti-estradiol-170;

- 1,3, 5{10}-Estsatrien-3,178-diol (Estradicl-178).

- 13,510} Estratrien-,17a-diol (Estradicl-17a).

- 1,3,5(10)-Estratrien-3,178-dio 3-benzoato (Eswradiol-178 3-Bersaasa),
. 1,3,5(10),7-Estrateiraen-3-0)-17-ons {Equilina).

. 1,3,5(10)-Estratrien-2,3,178-1riol (2-Hidroxiestradiof).

- 1,3,5(10)-Estratrien-3,6a,178-triol (6a-Hidroxiestradiot).

- 1,3,5(10}-Estratrien-3,178-diol-6-ona {6-Ceio-Estradial-173).

- 1,3,5(10)-Estratrien-3,178-diol- 16-ona {16-Ceto-Estradiol-174),
- 1,3,5(10)-Estratrien-3,164,178-triol {(Estriol).

« 1,3,5010)-Estratrien-3-ol-17-ona (Estrona).

« 4.Pregnen-138,17q,21-triol-3 20-diona (Cortisol).

- 4.Pregnen-3,6-diona (Progesterana).

+ & Androsien-178-0l-3-ona {Testosterons).

3¢ Para los anticuerpos antl-festostérona:

- 4-Androsten-178-0k-3-ona (Testosterona).

- 4-Androsten-3,17,diona (Androstenodional.

» 4-Androsten-17a-0l-3-ona (Epitestosterona).

+ $a-Androstan-3e, 1 78-diol (Dihidrosndrosterona).

- Sa-Androsian-38,178-diol,

- So-Androstan-170-ok-3-ona (Sa-Dihidroresiosterona).
+ 58-Androstan-178-0f-3-ona ($8-Dihidrotestosterena).
» S-Androsten-38-0l-17-ona {Androstanclona).

« 5-Androgten38,178-diol {Androstenadiot).

» 4-Pregnen-118,176,2 L-trioh3,20-dicna (Corvisel)

- 1,3,5(10)-Estratrien-3,160,178-triol (Esiriol).

- 13,5010} Eswratrien-3-ot- 1 T-ona (Estrona}).

- 4-Pregnen-3,6-diona (Progesterona),
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La resctvidad eruzada que prosentd us anticuerpa especifice parg g
eneroide, fremss o oo estercids cualquiers, la podemis cefiorr ceme ta
comiemEraditn del esrerpide problama gue c2usa una reduccidn del 309 ot wnidn
miesal 2l anticuarpo €Bo), dividida por la concentracidn del estervide que prasensa
1 reacitn cruzada v gue caush o misma reduccitn de s unifa ol aoveverpo
(%) (Abrabazy, 1975}

rg estereide problsma (E2, P4 o T) al 50% de unida
RC = X 190
vg e essecoide al $0% de unidn

Paza b reatizacién de tas prucbas de reactividad eruzada se empled un rangsn
& conentraeida de 0 4 § ng de entercide/pocillor 0, 10 pg, 30 pg, 100 pg, %0 pg,
lmySmymMpmamdmluhﬂmmmmmda&

La eomervacida ds bos anticusrpos se efectia de dos maneras:

19 Conservantdn a corto plaze; Mediante congelacidn. La mitad del volumen,
2a cada nno de Yoo antiensrpos purificados se congels en aticuotas de 1 mi en fwhos
Eypendar! (Marck), a usa temperatura de -3PC,

29 Cansorvakdn & barge plazo: Mediante liofitizacitn,. El resta del volumen
@ammwummummmmmmmdmmmk
Pemrmralogia de Ya Eroaliad de Veterinaria de Madrid. Los anticusrpos bolitizados
8 gnnnervan en un desecador a 4°C,
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1v.- CONJUGACION DE LAS HORMONAS ESTEROIDES A LA ENZIMA
MARCADOQRA.

La conjugacidn s¢ realiza mediante una modificacién del método de la
meicla anhidra (Dawsan et ab, 1978; Munro y Stabenfelds, 1984).

E] objetivo ¢s la conjugacién de 1a hormona esteroide a la peroxidasa &

wravés de uniones peptidicas,

El grupo catboxilo de los derivados de Jas hormonas esteroides, puede ser
convertido en un dcido anhfdrido que reacciona con Jos grupos amino de la
protefna, siendo &ste un método simple y directo, con el que se obtiens wn alto

rendimiento en la conjugacién,
REACTIVOS:

- Peroxidasa de rabano picante (HRFP): EC L11.LL Tipe VL RZ =
3,2: Bochtinger Mannheim.
Esteroides. Steralofds Inc.:
. 4-Pregnen-3,20-diona 3-0-Carboxdmetiloxima {Progesterona -
CMO).
. l.3.5(10)-Estrntn'en-:i..l‘fB—diolii-Hemlsuccinam(Emadiol»-.l‘?ﬁ
3-Hemisuccinato).
. 4.Androsten-178-0l-3-0na 3-O-Carboximatiloxima
(Testosterona 3-CMQ).
N-N-Dimetilformamida purfsima {(CH,)};NOCH). Merck.
. 4-Metilmorfolina {CHy,NO). Merck.
Isobutilcloraformiata (CICOOCH,CH(CH,),). Merck.
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METOROLOGIA:

La conjugacidn de los derivados esteroides a la peroxidasa s2 reaiiea en vreg
elapaz.

19 etapa: ¢l derivado estercide y un clorocarbarato s disuelves ea
un disolvente anhidro {dimetilformamida), 2 1a mezcia 2 1o adads
upa amina terciaria, pars eliminar ¢l Scido clothidrico  gue s
produce y formar la mezcla anhidra.

Lz crzima s¢ disuchve en otro tubo,

. 1 etapa: La mezcla anhidra se adiciona 2 la enzima muy lenlamente
bajo unas condiciones de temperatura muy determinadas.

- M gtapa: didlisis y gel filtracion del conjugado.
La eonjugacitn de¢ ta3 hormonas esteroides a la peroxidasa se realiz
usilizando ura proporciém molar de 20 moles de esteroide/1 mol de peroxidasa,

para. 1o gue sa cakosla la siguiente relacion:

- 5 x 10 mmoles de peroxidasa.
. 1 x 107 manoles de estervide,

Conjogada de progesierona;
$s petam

. 20 my de Pereaddasa, p.= 40.000.
. 3875 my de Progesterona 2.CMO, pm. = 2873,
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Conjugado de estradiol-1TH:

Se pasan:

20 mg de Peroxidasa, p.m.= 40.000
. 3,725 mg de Estradiol-178 3-Hemisuccino, p.ou= 372,5

Cenjugado de testosteronn:
$e pesan:

. 20 mg de Peroxidasa, p.m.= 40,000
3,615 mg de Testosterona 3-CMQ, p.m.= 361.5

L.a conjugacion se realiza de la siguiente manera:

SOLUCION A:

- En un ubo de emsayo de cristal de 12 x 75 mm, se coloca &

esteroide.

Adicion de 200 ul de dimstilformamida, eon agitacidn constants,

hasta lograr 1a disolucién completa del esseroide.

. Adicién de 1,5 pl de N-metilmorfolina y la mezcla se enfria a -15°C.

- Adicion de 1,5 ul de isobmilcioroformiato.

- Esta sofucidn s¢ mantiene en agitacién constante a -15°C durante tres

ntitigtos,

SQLUCION B:

En un who de ensayo de cristal de 12 x 75 mm, 3¢ coloea la

peronidasa.



- Adicién de 200 pl de agua purificada y 150 sl de dimetiformammiga
con agitacién constante,
La mezcla se enfria hasia 0°C

La tolucién A se afiade a la B en fracciones de 10 i), siempre con agincidn
corstante y a (°C. La mezcla de las dos soluciones so mantiene ea sgitacida
durante una hora 2 -15°C y posteriormente dos horas a 0°C,

Adicion de 2,00 mg de NaHCO,,

Los conjugados s¢ dializan frente a un litro de agua purificada dutame 16
horas a 4°C, realizAndose dos cambios de agua.

. E1 estercide libre, no incorporado a la enzima, se elimina del conjugado
mediante una Gel-filtracidn en Sepbadex (G-25, de grado fino.

El méiodo de gel Bliracidn (preparacion del gel, etc.} es similar al detallado
amteriormente para 1a purificacién de Jos anticuerpos, lo dnico que varfan son Jas

. Columnas de cromatografia de tipo Econo de 2,2 x 45 em, Bio-Rad.

. Sephadex G-25 de grado fino. Pharmacia,

. Tampdn de ehicién: Fosfato-saling 0,05 M, pH= 7,00,

. Flujow 50 mi/hora,

. Fracciones de 1 ml (20 gotat) por tuba.

- Equipo de Cromatografia (lsca), compuesto de: derecior V, de
longimd de onda varizble (especiros visible y ultravioksta), bomba
peristaliica de dos canaley y colector de fracciones.

Lina vez Bnalizada Ja Gel-filtracién se procede a la caracterizaciba de las
Fracciones recogidas de Jos distintos conjugados.
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ESTRADIQL-178 Y TESTOSTERONA,

La caracterizacién de la conjugacion se realiza analizando tres aspecios:

19) Ei rendimiento de la conjugacion se determina mediante ¢l cdlouln de
la ipcotporacion molar del esteroide a la enzima. Para ello s0 utitiza of métodn d¢
Habeeb (19%66), modificado por Fields (1971) que consiste en la determinaciéa de
bas grupos amino libres de 1a peroxidasa antes y daspuds d¢ la evnjugacida,

Es un métedo colorimétrico basade en el desarrelly da una colaraciin
debida a Ja reaccibn del dcido 2.4 6-trinitrobeneenc-ulfinico (TNBS) eon ks
gropus ¢-2mino Jibres do una proteina. Esta determinaciin es kmeal basta wea
concentracion de 1 mg/ml de proteina,

REACTIVOS:

Acido 2,4,6-trinitrobencenosulfdnico (TNBS) (CoHNO:SH,0)
Sigma.
s-Dodecilosulfato sal sédica (SDS) (CyyHyNa0,S). Merck.
. Sodio bicarbonato (NaHCO,). Merck.
- Acido Clorhidrico (HC), Merck.
. Agua purificada,
Peroxidasa, RZ = 3,2. Bochringer Mannheis,
Conjugados de progesterona, estradiol-178 y restostaroaa,

SOLUCIONES:
» TNBS 0,1%

- SDS 10%.



- NaH(x), 4%
< BCIEN

« Sotaziba da prroxidasa: Se diaelven 20 myg do peroddany en 150 ) de
diemptilimreidy, 13 @l de Nemaulworfolia vy 13 0 ge
obutBdoraformiath, s comphata ef volueman o agwa puriBoads hastg 1
.

- Conjugados de honmonts esteroides: Be utbiza 1wl de coda conjugadcr

pira realizar b denrminacién,

METODOLOGLA:

ALk dn solukin de perexidasa y § ol de cada confugado, se afade t oml
de ia sedacids de NaHCO, v 1 md de la solucidn de TNBS.

e frouba dos hiras 3 #P°C

By wevennsio comprabar que ¢! pH de a soleeidn no descienda por debajo
@ 8.5, por czants of SDF imerfizre la reaccifn,

Doseds so afode la sohucidm de SDS para selubiizar la proteima.
provimendo su previpimditn mediane la adicin de 05 m} de HCL IN.

La lectura se sealita ea expecsrefmtdontetro a4 335 am, wiitizdndose comvex
Shanan sgua puificeda.

¥ Denrmivacitn de la actvidad enrbmiticn antes y despuds de la
commpariia. Mirdo de Jopte (1977). Se determiza Ia concentracidn &2 protefrea
: ade {mitedo ds Bradiord, 1970) v se compars la actividad

evnimdticn do wan masa P de enmima Presemie en ¢l oivgngado sia diluln con Fa
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o b3 mismA A de enzima sin conjugar.

La determinacion de la actividad enzimdtica s realiza ¢n una microplaca,
pare b eual 16 preparn 125 siguientes diluciones de conjugado y enzima: 1; 5y 18
/o, en tampdn ELA. Se afiaden 50 ul de tampdn E1A en los poeillos de la placa.
A enntiziacion ¢ afiaden 50 pi de cada una de las dituciones. Inmediatamaense
deppuds s phade ¢l sustrato con cf cromdgeno y se incuba M) mimnos a
wmperatura smbiente y &n 1a oscurided. Pasado este tiempo, se realiza ha kectura
da 1a reaccién en el lector ELISA & 450 nm. Esta feaccidn po 32 frena, puesto que
of wampn de adicidn del sustrato a todos Jos pocilles no sobrepasa los 50 segundos.

) Puncionamienic del conjugado en ELISA de competicion. (La
metadoligla se desarrollard mds adelante).

_ CONSERYACION DE 108§ CONIUGAROS HORMONA-ENZIMA.

La comservacidn de los conjugados se realiza de dos formas:

1 A corto plaze: mediante ln congslacién de 500 ul de conjugado en
twhbos Eppendorf a una temperatura do -3°C,

2% A largo plazo: mediante 1a lofilizacidn del volumen. restamta. 1a
Lofilizacin se Tealizd en ¢l Departamento de Bromawlogia de b
Facultad de Veterinaria de Madrid.

Los liofilizados s& conservan en wn desecador a 4°C.
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v1.- ESTANDARIZACION DEL ENZIMOINMUNOANALISIS ELL
COMPETICION.

Una vez obienidas ko anticuerpod y conjugados necesarins para despreniy,
¢! mtrodo engimoinmunoanalitico ELISA de competicifn, se proceds a b puam,
2 punta del miveo:

- En primer lugar, s¢ fijan las condiciones del essayo: fass wiidy
(microplacas), tiempos de incwbacién, lemperatura de reatinaron de
las distimias etapas del ensayd y tiempod de lavada y de wapimads &
lay mitropiacas,

- En segundo ugas, se determinan Jas diluciones de wabajs dptim,
tanio de anticuerpo como de conjugad Para cada koririna esneride,

. Por itimo, 84 eonstraye una curva patrdn pard cada hirmona con s
ayuda de una serie do diluciones estdndar de Yas tres bormaes,

Ura vez fiiados todos esios pardmetros, ¢ comijenzs a realizsr lag
duisrminaciones honmonales en el plasma y ¢n el iiquido folicular, de los grupes &
amimales eontrol y problema,

CONDICIONES DEL ENSAYO:

1% Fase séilda:

%o utilizan microplacas de poliestirena de 96 pocithos (M 29-A, Dyrarach),
1o phacas s¢ sellan con uma tapa de poliestirenn (M 42-A, Dynatech) y parafim,
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39 Tiempns de Incubaclén:

a} [nmevilizacion del anticuerpo a la fase sélida: 16 horas.

»)  Reaccion de competicidn: 2 horas en oscuridad.

¢} Hlidr@lisis del sustratg: 1 hora en oscuridad.

33 Temperatura de las distintag etapas del ensayo:

a) lnmovilizacién del anticuerpo & la fase sdlida: 37°C.

b)  El resto de las etapas se realizan a una temperatura de 20-22°C. Es
imponiante que la temperatura no supere los 24°C, pues 2
temperaturas mds elevadag, Ja reaccibn enzimdtica no es estable ylas
medidas de absorbancia experimentan grandes varlaciones,

4% Tlempos de lavade y taplzade:
a)  Lavados: 5-10 segundos cada uno.

v)  Tapizadode las placas canJa solucidn de conjugada: no debe superar

los diez minut0s, porque pasado cste_ziempo s¢ observan variaciones
en los valores de absorbancia de las columnas tapizadas en los

aliimos lugares.
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GETERMISACHEN DEL COMPORTAMIENTOLE LOS ANTICUERPOS Y
CONILGALOS BN ELLSA: DETERMINACION DE LAS DILLCIONES
DE TRABAIO QPTIMAS EN EL ENSAYQ,

Paza drverosear b dugiongs de trabeln dpriman de loa anticutrpos frases
3 ek VTR, pROGESLATCMA ¥ PEASOEIETIIN ¥ Sul FRADRETivOS CUingaden, be realaen
wna sevie e peoshas. Fatas coraisten en enfremtar dluciones variaides wms d
ST Gon $8 oA,

Lag deeones eonpleades sou b slguientes

Paeq lag andhceerpes 1/ LOOG 172000, 1/4.000 y 178000,
- Pars e evnjugades 1710000 1720000 1/40.000 v 1760000,

Loy e b Gairibayen on Ia piaca de a sipsenia maners;

Apfiaparpos:

ety 1% 17 LK,

Uhaesonm 482 172000,

Cotumaas 9% TA.000,
Ciumas V-1 170.008.

Fitsa AB: 1718000,
Pt COBR 1722000

s B 1000000,
Pl 4L 3700000,
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Siguiendo ¢l criterio de Munro y Stabenfeldt (1984), se seleccionan aquellas

difuciones que posean una densidad éptica entre 0,6 - 0.8 a 450 nm:

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

Estradiol-178: Anticuerpo: 1/2.000. Conjugado 1/20.000.

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

Se traza una curva estdndar o patrdn para cada una de las tres hormonas
con concentraciones conocidas. El rango de la curva estdndar varfa segdn la
Eormona y segdn e} fufdo bicl6gico donde se vaya a determingy (plasma o liquido
folicular), puesto que en cada caso s¢ necesita que 1z técnica aleance un rango de

conceniracion distinto.

Estas concentraciones estdndar se reslizan a partir de una soh:cién madre
de 2 mg/mi de progesterona, estradial-178 y testosierona en etanol absoluto. Las
diluciones se hacen en tubos de ensayo, de cristal, de 25 x 50 mm, con etanol
absoluto, dejanda que ¢! alcohol se evapore con ¢l fin de conseguir solubilizar las

hormonas.

Cuando ¢ etanol se evapora, las concentraciones estindar s¢ disuelven en
solucion de conjugado y con elias se reallza un ELISA de competicién, para
establecer las medidas de densidad dptica a 450 nm.

Con las medidas de absorbancia se trazan las curvas estindar, para cada
hormona, curvas a las gue se refirieren has absorbancias de las muestras problema
y con las que se puede caleular la concentracidn de hormaona esterolde presente en

elas.
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El rango empleada para cada harmona ¢ ¢f signiente:

« Extradiol-174:
* prasima: 0,1 pg/pciBio - 50 pg/pocitio.
* Houido folicular: 1 pg/pocillo - 1 sg/pocillo,

- Progestercna y (estosterona:
* tamo en plasma como en Houida folicular: 1 pg/pacilln - 1 ng/pecille,

REACTIYOS.

- Agidn eftrien (C8H,O4). Merck.
- Agidn 2-{(etikenetevriohia) benzoien, sal sédica (Thimerosal), Merck,
- Apaa purificada.
« Alienina sérica bovina, fraceidn ¥V de Coban. Sigma & Co.
- Ansiguetpos BRti-progesterona, anti-estradiol-178 y anti-tasiosterona;
producciéa propla.
~ Conpegados de progesterona-HRP, estradiol-178-HRP y testosterona-HRP:
preduceltn propia.
« Di-sndighidrégennfosfae anhidro (Na HPO,). Merck.
~ Exanet absohato. Prolabo.
- Brer do pewrdlea 40-60°PC, Panreac,
- Hormaonas esteroides, Steraloids Inc.:
* 4-Andresten-178-0l-3-ona: Testosterona.
* 13.500% Estratrien-3,178-diol: Estradiol-178.
* t-Progren-d.20-dfona: Progesterona,
~ Cretademidn-diamiea dibidroclorhidrs (OPD): Tabletas de 10 mg. Sigma.
- Pesfukdn de hiduigenn: HO, 3% y 110 vol., Merck.
- Senfin Carbemate (Na,COn). Merck.
» Sodin evestn di-bdsien 134 Hidrate (N, HC, H,0, 1%H,0). Panreac.
« $odin Oprese (NaCl). Probus.
- Sodin dibidrégeantusfing monobidrate (NaH,FO, H,0). Merck.
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- Sodin hidrogenocarbonato (NaHCQ,). Merck,
. Tween-20. Merck.

SOLUCIONES TAMPON

19 SOLUCION TAMPON CARBONATQ-BICARBONATO 0,65M: pH = 9.6

Para 1.000 ml de solucidn:

« Ng, {0y 1,59 &
« NaHCOy: 2,93 g,
. Thimerosal 150: 5 ml Conservar a 4°C.

1 SOLUCION TAMPON DE ElA; pH = 70
Para 1.000 ml de solucidn:
- NaH,;PO H,0: 5421 g.
- Na,HPQ,: 8,662 g.
-NaCl: 8,7 g,
. Albiirina sérica bovina: 1,0 8.
- Thimerosal 19%: 5 ml. Conservar a 4°C.
3 SOLUCION TAMPON SUSTRATO: pH = 4,8
Para 1.000 ml de soluciba:
- CH O 13 8.
- Na,HCJ‘],O;.l':’tzO: 28 s.

- H,0, 30%, 110 vol: 1 m!
- Thimerosa! 196: 10 mlL Conservar a 4°C.
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£ SOLUCION DE LAVADOY Colugidn madre {104}
Para 1.005 mi de soducion.

- NaCh 1LSM: 8168 g
« Toeen-20 0550 5 ml Conservar o temperangra ambisat,

DESARROLLO DE LA TECNICA ELISA DE COMPETICION.
Corppresde Jas siguientes elapas:
@ Adsorcion de ks anticuerpos a la fase solida.

n Reaccidn de competicidn: adicidn de ta muestra, o del esdndar, y
de] conjugado.

W Separavién do las fracciones de hormona hbre y umida a dos
wnsiouerpes en ba fase sdlida,

4 Adicidn del sustrato ¥ del cromdgend.

£ lectara y procesado de ks resuliados.

1 Adsorcién de bos antieusrpos 4 b fase s0lida: Las microplacas sa apizan
con la dducite spropiada de anticuerpo. Los amticuerpos se diluyen €3 aged
pusificada v s aladen 100 ud de esta dilucitn en todos bos pocilion de la phaca,
memns e of primers que se deja como blaneo,

Las piacas v sellan con parafilm, se wpan y s¢ incuban 16 boras a 37°C.

La aduoreitn do tos amticserpos a 37°C y sa dilucidn en agva purificada
sedge 14 resecidn de fondo inespecifica (Coll, 1988)
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Pasado el tiempa de incubacién se realizan tres favados con solucidn de
{avado (200 ul por poxillo). Con estos lavados se elimina ¢} exceso de anticuerpos

que no queda adsorbido a la micraplaca.

Lag placas se deben secar completamente antes de pasar ala siguiente etapa.

7¢ Reacclén de Competicidn: Esta reaccién tlene lugar entre la hormona
tibre {estdndar o problema) ¥ la conjugada a Ja enzima. Tanto las muestras
sstdndar como las problema se mezclan con la dilucidn de conjugado apropiada,

{01 eonjugados se diluyen en solucitn tampén de ELA a 1/20,000 {estradiol-178),

1/40:000 {progesierona) ¥ 1/60.000 (restosterona).

Las muestras esidndar y problema se determinan por duplicada y se

distribuyen en la placa de la siguiente forma:

Columna 1: La denominamos E0§; en ella s6lamente se afade dilucién de

conjugado.

Columnas 2-4: En ellas so afiaden fas distintas diluciones de las hormonas
estdndar dilufdas en ¢l conjugado.

Columnas $-11: En ellas se afaden las muestras problema dituldas en el

conjugado.

Colurans 12! Se denomina EoE; en ella se adade dilucién de conjugado.

Fl tapizada de las placas para la reaccidn de competicidn, se realiza
aadiendo 50 ul de tampon de ELA en todos los pocilles, después se afladen 50 ul
de Jos distintos reactivos siguiendo la distribucién sepatada.

Las placas se sellan de nuevo con parafilm, se tapan y s¢ incuban dos horas
a \emperatura ambiente, en la oscuridad.
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3 Separacidn de ay fraccioney de hormena libre y unida 2 sy antizserpey
adsorbidos en la fase solida. Se realiza mediante el volcado de las placa, N
efeerian cinco lavados v las placas se secan perfectamente, antes de afadic g
sustyatd.

4% Adicién del sustrato y del cromégeno: El sustrato utilizads es ol perixidy
de hidsggern (H,0, 30%, 110 vol.) que se diluye en tampda sustrato, al que s b
adads wmbidn ¢l cromdgeno, ontofeniléndiamina dihidroclorhidro (OPD) 1 wea
conoemtracidn de 1 mg/ml Esta meacla se prepara media hors antes ds sar
wiiieada, se cierra herméticamente, para prevenis 13 auto-oxidacidn y s¢ guarda on
Ia escuridad a temperatura armbiemte, Se¢ preparan 10 ml por placa,

En wdog los pocillos de a placa se afiaden 100 ul de ta mezcla sustratpe

crembgeno. Despuds 52 vieive a sellar con parafilm, se tapa y se deja rescciumar
& ternperatury ambiente y en la owuridad, durante una hora,

# Lectura de las placas: Una ver pasado el tiempo de reaccidn del sussraze,
se proveds 2 k loetura de 1a demsidad Optica del color desarrollado. Eata beevara
e readiza e wa lectar amwomdtico ELISA (Eurogenetics), que &8 de leotra
Wigrnandtica 1o que elbmira el enlor producido por una posihle reactida de fondo
inespauifica. Los firos wtilizades son de 430 y 600 nm,

Viga ver puesta & pumto fa wdemica ELISA de Competicdn pure i3

2aifn do estadind- 178, progesterona y lesiosierond, s¢ amalzan lus
weeasires do phasma y Mguido fuficelar de los distmios grupos de aramales.
eiinindont wn indiedo disteto sin extraccidn previa de la muestra, excopto ¢ ¢l
e el evradinh 178 plasmdticn, debido 2 que, al siwmarse 1as conzentracionan do
#s5a heemen, on.ed plasam bovino, en of ranga de pieograman,/ml, se produts und
slpvadn inmrferencia del veste d¢ los componemtes de la muestra durame ol
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19 Apslists hormonal de las muestras de plasma

Fl primer paso consizie en preparar la muestra para €] andlisis. Para el se
preeds & la dessaturalizacidn o inactivacion de ta protefna mediante calor, ya que
ol enstroide no sufre ningtin tipo de alteracidn a Ta temperatura 2 | que se prodauce
fa desmaturalizacidn proteics.

Las muestras de plasma, una vez descongeladas, se eolocan en uea gradilia
¥ 8¢ introducen e ung estula a 60°C duranto 435 minutos. Este Hampo es mds que
suficiente para lograr la desnaturalizacidn de b4 protefna.

El estradiol-178 56 extrae de las muestras de plasma con elnen volimenes
da diegh-tier, bajo corriente de nitrdgeno, en bos de eristal de 12 x 100 .

El segunda paso consiste en fa dilucién de las muestras de plasma en fa
selucida de conjugado. Todas las muestras se analizan por duplicado; 100 ul de
phassea 1o afaden a tubos de ensayo, de cristal, de 25 x 70 sum ¥ son disuthias en
103 s d¢ conjugado y homogeneizadas culdadosamente con la ayuda de un wértex;
atm 50 pl 02 esta dilucidn se tapizan los pocillos de Ja plaen. Los extracips de
plasma se preparan de la misma forma. Ei tlempo transeurrido, entre Ia dilucidn
dz las muestras de plasma en la solucién de conjugado y el tapizade de las placag
para ¢l desarrollo de la reaccidn de competicidn, no debe ser superior a 10
miztos, debido a las variaciones de absorbancia observadas en la determimacitn
de una misma muestra, con {a consfguiente ajteracion en fa repecibilidad de
denies de andhiss (Zaren, 1985).
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29 Anilisis hormonsl de las muestras de liquida folizular

Las mnestras de lquido folicular también sulren un proceso de prepurarica
previo al anlisis. La composicidn del liquido folicular es distimia a fa de! plagma
¥ sus componentes (proteinas y otras sustancias de elevado peso molecular) pusden
interferir ¢n la determinacién de las hormonat  esieroides, al ynine
ingspectficamente con el anticuerpo adsorbido en la fase stlida. Para evitar dgo,
s¢ suele realizar la extraccion del estercide con dier de peirbleo, pero comn v
hemos indicado anteriorments esie método cs laborioso. La extraccidm se sustitoye
por una dilucidn del lquido folicular (1/100) en solucidn saling al 0.85%. Con et
dilcidn se contigue evitar la interferencia en el ensayn, de las sustancias
anteriormente mencionaddas,

La dilucidn del Liquide folicular se debe efectuar con mucho cuidada, cons
¢! Bn do conseguir una perfecta homogenzizacidn de la mwestra. Despols s sigue
la misma mewddica empleada en e} andlisis hormonal de las muestrag de plasma.

¥ PROCESADO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL.
ANALISIS HORMONAL:

El procesado dz log resultados abienidos del andlisis hormonal, de las

mwesttas, do plasma y Hquido folicular, se realiza con la ayuda de un software

disedads especiabmenie para ello en ¢l Departamento de Informética de Ia
Universidad de Califproda, Davis y consiste en
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a) Trazado de las curvas patrén.

Se realiza enfremando en el ¢je de abscisas (a3 concemraciones estirdar
de exda una de fas hormionas y ¢t el eje de ordenadas la relacidn E/Eo x 100, es
decit ¢] porcemaje de unidn de las muestras estdndar con el antioverpo,

Estas curvas patrén sirven de referencia para ¢l cllculn de las concentracionss
bormanales de Jas muestras problema,

b} Céleulo de las concentraclones hormonales de lay muestras de plazema
¥ lquido foliculsr.

E} ordepador calcula Jas concentraciones de las muestras prodlema tomasdo
cono refetencia las curvas patrdn. Para expresar estas eoncentracionss en las
unidades correctas ¢4 necesatio la introduccidn de un factor de entrsecidm, ya que
tas muesiras sufren distintas dituciones.

Las concentraciones de progesterona y testosierona se expresan en ag/ml
tanto en plasma come en [iquida folicular. Las concentraciones do estradiol- 174 32
expresan ¢n pg/ml en sangre y ng/ml en lquide folicular.

¢) Validacion de la técenica.

Se realiza mediante la determinacidn de los signlentes parfimetros:

Especificidad: se estudian las reacciones cruzadas do los anth
distintos esteroiddes, como ya hemos detallado anterformenis.

Precision v repetibilidad: se determing reaBizasdo ef cllamde de b
coeficienies de variacién intra ¢ inter-andlisis, para lo eual e emplean

conzentraciones conogidas, alias, medias y bajas, de eada vna d2 las hoomonat
ngmero determinado de muestras problema:
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- § pg/pocill, 30 pg/pocillo y 500 pg/pocilio. Se reatizan died
determinaciones por duplicado, de cada concentracion denry de wm@
misma placa, repitiéndose el mismo andlisis diez dias eonecytivins.

- Se determinan por duplicado 20 muestras problema (10 muesiros &
plasma y 10 muestras de liquido folicular seleccionaday af azar) em 58
misma placa, el mismo andlisis se repite diez dias consecutivos,

Exactinud: s¢ determina calculando el porcentaje de recuperacién de Lo
mussiras de concentracion conockda para cada hormona.

Sensibilidad: se determina de dos formas:

- Mediante el caloulo del limite de deteccidn: valores medios ds FEon
manos 2 ESM. en ccho cnsayos consecutives (Abraham, 1975},

- Mediants el chleulo de la concentracidn de Ja bormona que casa €2
50% de reduccitn del vator de unidn inicial (Ea). {Van Weemem ¥
Schuurs, 1975).

7 ANALISIES ESTADISTICO:

El andlisis estadistieo de los resultados se realizd con el programa BMED -
“Rionsasdical Data Program', en el Centro de Caleulo de Somosaguas, UCM. Se
delermina: Andlish do variangs, para estsdior la distribucion de las variables:
eutuliotbeas y test do dlifarencia de medias, para comprobar que los grupos e
poestryy estudio y Jas distimas variables poseen diferencias, cymdistiamente
signifieativas, para asf poder realizar el estudio de las correlaciones v el andlisis e
rejresidn,



Las variabled estadisticas analizadas som

# N¢ de animal.
Cirupe animal,

# Conceniraciones plasmdticas de  estradiol-178, progesierona y
lestosterond.

# Parametros ovaricos: peso, Tongitud y anchura,

# Sitaacién del ovario: derecho o izqaierdo.

# Caracteristicas foliculares: n? de follculos, tamafice de folfculo y
volumen de liquido folicular.

# Concentraciones de ¢stradiol-178, progesterona y tesiostercna en
Hquido folicular.
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1. PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS
POLICLONALES FRENTE A ESTRADIOL-174,
PROGESTERONA Y TESTOSTERONA.

El dtulo e anticuerpos desarrollado a 1o largo del perfodo de inmunizacidn
en o seis conGjos, determinado por ELISA F.LS, s¢ encueatra refiejado en luy
grificas 1.V1. Como se pucde observar, todos los animales desarrollaron uinos
agabsyeros con unos titulos 1o suficientemente elevados como para ser purificados
y carscierizados, a partir de los 90 dfas de inmunizacién, alcanzando su pico
wdxiwo alrededor del 49-5¢ mes de inmunizacién. La variacién individual es muy
evidente, pot ks que para el desarrollo del ELISA de competicitn se selecrionaron
tus anticuarpos de los conejos 1, 4 y 6. El resto después de su purificacién y
earpeeripeién s¢ liofllizg, almacendndose a 20°C.

1.2 especificidad de los anticuerpos policlonales producidos [rente a las tres
hasemas esteroldes s8 puede observar en los cuadros I, 1L y [1, donde estd
reflajado et porcontaje de roacciones cruzadas que presentan los tres anticuetpod
eniizaden para ol BLISA de competicion.

Las pruebas realizadas para determinar la dilucitn de anticuerpa dptinea en
oL ELISA do competicién dieron como resultado las sigulentes diluciones:

* Anti-estradiok178: 12000,

* Antl-progesterona: 1/4.000.

* Anti-testosterona: 1/8.000.
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GRAFICA I.

TITULOANTI-E2. CONEIQ 1.
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GRAFICA 1L

TITULO ANTI-E2. CONEJO 2. |

38

3

1585



GRAFICA 111

TITULO ANTI-P4. CONEJO 3.
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GRAFICA IV.

TITULQO ANTI-P4. CONEIO 4.
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GRAFICA V.,

TITULOANTI-T. CONEJO 5.
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GRAFICA VL

“TITULO ANTI-T, CONEJO 6.
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CUADRO I.- REACCIONES CRUZADAS DEL ANTICUERPOQ ANTIL.E2-178
(Conejo ne 1)

ESTEROIDE REACCION CRUZADA (%)
Estradiol-178 100,60
Estradiol-178-6CMO 130,00
16 Ceto-Estradiol-178 16,70
6 Ceto-Estradiol-17g 20,00
2 Hidroxi-Estradiol-178 8,74
6a Hidroxi-Estradiol-178 12,30
Estradiol-178-3 benzoato 3,28
Estradiol-17¢ 0,05
Estrona 0,50
Estriol _ 0,05
Progesterona <001
Testosterona ' 0,10
Cortisol < 0,01
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CUADARO IL- REACCIONES CRUZADAS DEL ANTICUERPO ANTI-P4

{Conejo n® 4)

ESTEROQIDE REACCION CRUZADA (%)
Progesierona 100,00
11a-Hidvond- Progesterona-11HS 110,00
1 lg-Hidroxd- Progesterona 14,0
17q-Hidroxi-Progesterona <0,01
ia-Hideead-Progesiarong <(,01
208-Hidroxd- Progesierona <{,01
Pregnendiona 21,73
Estradiol-178 <0
Esrona <0,01
Esarind = 0,01
Testopterona F 046
Crartised <0

2.3}




CUADRO UL.- REACCTONES CRUZADAS DEL ANTICUERPO ANTLY
(Conejo n® §)

ESTERQIDE REACCION CRUZADA 3
Testosterona 160,00
Testosterona-3CMO 100,50 7
See-Dibidro-testosterona 20,00
S8-Dhbidro-testosterona 5,00
Androstenodiona 11,5
Androstenodiol 31,50
Andrasteratona EYed
Sa-Ardrostas-da, 178-diol 1,60
Sa-Andrestan-38, 178-diol 0,10
Epitenomerong 0,10
Estradiod-1T8 <001

Esona <N

Estriol <0
Progensoana L4

Comonl 0,05




2. CARACTERIZACION DE LOS CONJUGADOS PEROXIDASA (HRP}
ESTRADIOL-174, PROGESTERONA Y TESTOSTERONA.

« Determinacién de Ia incorporacién molar de las hormonas esteroides a la
enzima: eua relacion s¢ determind mediante el método de Habecb (1966) y lag

radmanes encontradas fueron las siguientes:
* Conjugado estradiol-174-HRP: 1,2:1,
* Conjugado progesterona-HRF: 0,86:1.
* Conjugado testosterona-HRP: 1.3:1,
« Determinacidn de 1a actividad enzimdtica después de la conjugacldn; se
dgrermind mediante ¢} método de Joyee et al. {1977) y dié como resultado 1a
reapavadstn de un 209%, B5% y %0% de la actividad enzimdtica inicial, en los

senpugades de estradiol-178, progesterona y testosterona, respectivamente.

= Comportamiento de los conjugados en el ELISA de competicidn: estn
fawnerr @9 critico para una puesia a punto dptima del método, Los resultados fueron

fow sdgmientey
* Conjupado HRP-estradiol-178; 1/20,000.
* Conjugado HRP-progesterona: 1/40.000.

* Conjugado HRP-testosterona: 1/60.000.



3. TRAZADO DE LAS CURVAS PATRON DE ESTRADIOL. 173,
PROGESTERONA Y TESTOSTERONA.

Lax curvas patron o estindar se trazaron con avuda de un software sspeciat
{Departamesto d¢ Informitica de Ja Universidad de Davis, LiSA):

# Carvas patrén para la analitica hormonal sanguinea: Grafiea VII,
Villy IX,

# Curvas patrén para fa analitica hormonal folicular: Graficas X, XT y
XIL

[ Curvas pardén para las reacciones cruzadas con jog diatintos
esteroides: Grificas X1, XIV y XV.
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GRAFICA X.- Curva psatrén de estradiol-120 ea lquido folicular,

-
e |

8.198

168



GRAFICA XL.- Curva patrdn de progesterona en Itquldo folicular.
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GRAFICA XIL. Curva patrén de festosterona en lquido folicular.
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GRAFICA XIV.- Curva patrén de reacciones crumdas de progestorons
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GRAFICA XV.. Curva patrdn de reacciones cruzadas de testosierona,
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1 CALCULE BE LAS CONE S NTRACIONES PLASMATICAS Y FOLICU1 Az S
BE ESTRADIGL178. FROGESTERONA ¥ TESTOSTERONA,

FLas comppnirpinaes plasmmdiicas v fobeulares de cala hermbry halatad e
Frenmamrin recogaiat en lon cuasdros del anex,
£ VALIDACION DEL ELISA DE COMPETICION PARA LA DETERMINACION

DE ESTRADIOL-174. PROGESTERONA Y TESTOSTERONA,

- Procisiim y repetibifidad: s determmnan mediame el calodo de by

eneficnens &8 varaHmtn Mdra € InTer-amEe,
% OV Dewviacn estdndar/ media x 100

Lam cosfesgsied de vanaoion de las mwestras estindsr v prabieea,

shesripandon PATE C0d4 uaa de A Boreimas, s entneniran refleimdon an los
euadres IV, ¥ v VI

- Exartivedt log paves

AR R TECUPRTAGOR 61 ook ke caron anadizaden
whasiaron ere el B3 v gl 9499 (P 0,053,

« Senuibiiidads s devermimd de dos Formas:
¥ Lz da deieonin
" Senibiidid. 2l S5 de upitn,

o’
“=



Cuadro 1V.- Coeliclentes de variacion [ntra ¢ Interanallsls para ELISA
de competicidn de estradicl-173.

MUESTRA C.V. INTRA-ANALISIS C V. INTER-ANALISIS
(=10} (%) (%)
Spy/pocitlo 43 6.5
S0pg/pocillo 3.5 4,8
s00pg/posilio 28 55
plasma 52 6.8
1. folicular 48 5.9
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Coadre Vi Coeficientes de varlacidn intra e Inter-andlisls para ELISX
de compelicidn de progesterons.

\IUESTRA C.V. INTRA-ANALISIS q C.V. INTER-ANALISIS
(n=18) (%) (%)
Sogfpoeillo 4.6 5.2
Hpe/poctky 41 48
0pg/ prxilio 32 4.0
plasma . 51 6,2
L fobivalar 1 44 21




Cuadro VI: Coeficientes de variacién intra € Inter-andlisis para ELISA
de competicidn de festosterona.

MUESTRA C.V. INTRA-ANALISIS ] CV. INTER-ANALESIS
(nw 10} (%) (%)
Spg/pucille 37 * 42
$0pg/pocilio 21 4.5
500pg/pocillo k8] 42
plasma 58 r 6.8
L. fotieular 53 63




6 CONSCENTRAUIONES PLASMATICAS DE ESTHAMOL. 195
PROGESTERONA Y TESTOSTERONA A LO LARGD
DEL CHCELY ESTRAL EN LA VACA,

G dTERRAton Ly ConermIraciones plasrednas de sz tres hermupas
spaladan eatradeod [7H progetesons v eaosterong, odos loy dias del qigte P
gurpmie den Ok compodnen (=80, con el fin de valular el meuy e
dergrmumacdn para anabrar b concestraciones plasmidtens ea caoms Faa
deermehacinas Be emouentran represemadas en taa Grafioas 1, 2 34 ¢ ¥ b
valersd 4 eonerisacitn de fag tres boemanas exterosdes analizadas, refieinda on

14 tabda 1
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GRAFICA 2,

| CONCENTRACIONES DE ESTRADIOL-178 (pgiml),
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GRAFICA 3.

| CONCENTRACIONES DE TESTOSTERONA (ngiml).
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GRAFICA 4.

| CONCENTRACIONES DE PROGESTERONA (ngimi), }
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DURANTE EL CICLO ESTRAL

7 [
il

]
-1 14

5

)y

1

“
1

3
- 8

H]
8
' 44
gt . ?

B ot 2 8 7 9 11 13 18 7 1w o 2
Frogestorona  Esteciot 178 Testootercna

BT



TABLA 1- CONCENTRACIONES FLASMATICAS DE PROGESTERONA,
ESTRADIOL 178 ¥ TESTOSTERDNA DURANTE EL CICLL EXTRAL
(MEDIA £ ESM)

DIA PROGESTERONA ESTRADIOL- 178 TESTOSTERONA
(rg/Iml} (pr/md} (gAnd}
b ] 1 x 008 1510 & 1.5% 0.5 = 818
9 L1 £ 014 9,5 2 0,36 118 = ¢4
i 1LY+ 009 639 x 0.2 263 1 41
3} 143 2 010 500 %028 353 A an
3 164 ¢ 0,23 522 014 M % 030
1 Lt 019 454 2 013 L4 3 613
[} 294 » 027 537 2 047 0% & 019
5 318 & 064 3200 198 & 037
7 5201 x 0,56 19 x 00 272 » 0,64
] 187 ¢+ 048 LY N 487 5 LW
9 601 £ Q71 13 Q13 116 ¢ 043
14 628 & 0,5 492 2 0,11 Miam
1 631 £ 039 92 £ 012 a4} & a5
12 6,44 2 0,43 551 & 0GB 0% & 019
13 6.3 ¢ 038 473 & 0,08 143 £ a4
H 6113 O e 00 2 1 0.3
L 596 2 040 532 £ 0.21 SRS
16 464 3 029 390 > 0,18 A4 & 080
17 394 £ 031 460 & 04 14500
18 3,18 £ 031 563 & 0,13 L5§ 2 0.1
19 2,14 £ 0.3 895 2 8.4 056 £ 0.0
n 0,99 £ G2 139 2 4% 030 2 032
[ L4 £ 009 642 £ 0,08 LM % 88
1 1,28 £ 0,14 52 5 61 128 x O
H 171 = Q.11 534 s 043 1M 2 AN
J 228 £ 16 565 x 000 398 = Gkt

3.4




TABLA 1.» MEIHA

PROGESAN (ng/mbi:

ESTHASAN (pg/orh:

TEXSTOSAN (eg/mlt:

PESUOVA (gh
LONGOYA (mme):
ANCHUOVA (s
NFOLICUL:
YOLUMEN (mi):

PROGESTC) (ng/mli:

ESTRAFD (pg/mi:

TESTOSFO (ngfmi:

pe 045
(o E50 eases)

2 ESM. DE LAS VARIABLES ESTADMSTHIAS

ANALIZADAS

5% % 911
1416 = dea
181« 000
EE
W4 03]
EAVIENINES
1087 = 673
057 x 03
10884 = 522
150 2 G
N 219

TAREA }- MEDIA & ESM. DE LOS PARAMETROS OVARICOS
ANALIZADDS SEGUN LA STYUACION DEL OVARIOD.

PESOCIVA, ¢g)
LONGOVA (mes)
ANCHUUVA tmmi
NFORECUL
VOLUMEN (miy
PROGERFO iag/mh
ESTRAFO fpg/md)
TESTURFO (ng/el)

@ pa DR ¢ > 083
fnm SH)-rasony

CYARK)
DERECHQ

8 2 008
355 = 0.4
2558 2 07
13,21 = 0.
o8 x 056
54 = 122
1448 £ 1580
71t 292

QOVARI)
ZQUIERT)

753 2 00
52 x AR
2598 x B
1299 2 iLike
045 ¢ G0
VR = T4e
1¥,18 & 4
3% 5 L8
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TARLA 4. MEDIA {£ ES.M,) DE LAS VARIABLFS ESTADISTICAS ANALIZADAS SEGUN EL GRUPG ANIMAL.

] CRUTO ]
B vamame [ Ct an i C2 00 i 3 ] 10%) | rzam i oy i T 0 ]
f reocesn 141208 | agvramr | 2562827 | 3psean ] m-0n } Lisreas | zmezass
B esrmasan 753002 t asvrazs i 15atesae waozaw | s | et | Maszan B
f wyrosan B 139:681 i 3TIERYS | 1992035 i 1801809 i 1442008 1 L0aat i 1362060 §
Eoresoowa B 1279 2t06 | 9072054 i i A2 | 52001 H 50202 1 £ 2022 i
Broveova H  wxaveezs | marsam | b omssase | moses 1 pseeass 1 nowem B
E avcwven F wsezasz | B0 1 i M 6029 1 218820588 i 1986203 i 130920584 [
! wmrotacue. § X5 i AARxZ8 I i 24708 i JRE TETY] i WUETLE 5 i P IETY i
} vounan | B2 055 i P I 1 G5 =087 | 0502696 1 adz=om { 6213054 ]
Procere | womes | amem I mwssw | wmeun | mmsas ] swwonis |
Bosrare ¥ opemsn | mesmenwm | o owamssee | msemwewmsr ] awmmenss ] o waensn §
! mmm ] 206 147 i WATELS i i WM AIR i B2 56 i 415724 M i AKT L4086 I

- hin LR
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TABLAS 515, TEST DE DIFERENCIA DE MEDIAS DE LAS YARIADLES
ESTADISTICAS ANALIZADAS SEGUN EL GRUFO ANIMay
PROGESAN (ng/ml):
cl C3 Pl P2 P3 P4
Cl o) Q Q [ ®
[v} 2 Q 2 C:w
C3 o @ '""--‘-w
M e o ?
P2 = °
P e
ESTRASAN: pg/ml
1 3 Pl P2 P P4
Cl 9 Q 0 @ > & )
2 2 @ o) 2 9
3 @ [ ° .
rl ] w ]
P2 o .
r o
TESTOSAN: ng/ml
ci 1.8 3] P2 P3 P4
€l & @ ) . @
Q2 e} Q D L
0% = = .
P1 2 o @
R 1 ° 2
P @
m *p> b',m
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PESOOVA: g

C2 P1 P2 P P4
c1 e Q
fov) Q
Pi Q
P2 ] &)
] 3
LONGOVA: mm
| C2 Pt P2 P P4
C1 < [+ &
2 [+] )
Pl & @
7] ® =]
P3 @
ANCHUOVAr mm
T | »m [ m | ps | M
€1 @ @ 9 2
C2 8 =] ¢
P1 @ kR
|7 ) Ll
P3 ®
o p< 0,05 #p> 001

Wl



NFOLICUL:

Pl

P2

Ci =)

[ &]

Pl

L Y]

e |0 j0 |e

LERE R LI K 5]

P

O

YOLUMEN: m]

Pl

P2

C1 .

2

Pi

P2

O iole O

P3

O |0 jO 0 (O

2p< 005 ep> 801
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PROGESFO: ng/m)

(o I P2 P3 P4
Cl ° ° ° o | o
Q o | ° | °
e o o )
=N | o
3 hd
L
ESTRAFQ: ng/ml
c2 P Pl P3 P4
[_ 1 [ L] . L] Q
[ 2 [ . @
P1 ) L] Q
B2 . @
220N | 9 W
TESTOSFO: ng/ml
2 Pl i) ] ! P4
Ci =] [~} o >
2 o @ o ©
P | . b @
P2 L 2
] @
Sp< GO8 e p> 001

CH{n)=29; C2(n)=30; C3 (n)=10; Pi(n) =356; P2n)=111; PA(n) & 134; P4{n)=20
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TALLA 1~ MEINA (2 E5.0M) DE LAY YARIABLES ESTADMSTHUAS ANALIZADAS SEGUN EL TAMARO DE FOLICULO,

§ TaMARO DE FORCt0 ]
¥ vasaamre T1 {58y i T2 (%) i et ] I T4 (368 | TS (&%) i Té (&) lj
Foenocian 2R1z850 | 28724355 I 2uza0 | 182041 | LAY 3 656 1 eur=071 [
B esrmasan § 11992527 i PRI=AN t 12402206 i M L14 | 18,432 267 | 12592273 i
| resrosan B 170X [ 102047 I 152:00) I 1602035 | 1e42029 | axL2025 i
i resoova § 7502145 | LATETIR I TR 143 i BO72123 | 9562050 | 10452424 i
B roscova B 13,192 343 | 31062 142 | ehrLET { Rz LT 1 2120 | 4038230 i
U avcnuova B mszzaa 1 omzim | mozeze | zemam | 24502100 | Itk LT ]
iwvoucu. B waseam 1 maasasr 1 sinzaze ] asizere | spesam | 1002000 i
B ovorosaen 0362609 1 o i B43z07 | amrnm | 127200 | 50224) ]
Breocesro B w016 1 wwmizon 1 weesm ] mimewmm | mpeenms | simsornany
Besrmaro | sraasmsd | smsszmen | woaesez | mmemee | wowewn | emcass B
| resrosro | stz | 08299 | Mi7r520 | nHets | AN | 1027004 1

in) -ﬁﬁmmam

pe 085



TABLA 17~
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TABLAS 1824 CORRELACIONES ENTRE HORMONAS SANGUINEAS ¥ FOLICULARES
SEGUN EL GRUFO ANIMAL

LRLTO

PROGLIAMN

TITRAIAN

PEOGLEFO

FRQGRIAN

B

TETRALAN

TEATOMN

Bz

PROGIAMD

Ay

EFTALMD

4

e

TUTOHPO

Py

Y et}

L2 ]
* R
prpeTy
e

GALPO 3

HOGERAN

TEETORAN

TROGEMNG

PROGESAY

L

aM

P

TESEAN

[ TR

MROCES PG

ey

A

Frcy

TRATOLED

o

Py
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o

LaLro €
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48 o~
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e
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e
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TABLA 25.. CORRELACIONES ENTRE HORMONAS SANGUINEAS Y FOLICULARES
SEGUN EL TAMARKO DE FOLICULO

T i ) i T | o
d M
PO .. 51 oy s ;
JESEIENAN ] ENTRATG L. bed L3Rl wh
Lo YT
S— - oga e g g
G L ke LSl an ey
.o 309 TN I RN WU S .
e | RGOS, TN, T
Tesvoan I g 4,50 4 [ Qg
W m &'"
..
Jity -t
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TABLA 26- PORCENTAJE DE FOLICULOS NO ATRESICOS Y ATRESH
TIPO 1 (E2/P4} SEGUN EL TAMANQ DE FOLICULO. cos

TAMANO DE FOLICULO 9 % FOLICULOS NA. % FOLICULOS A
T1 »3 07 .

8 TI g %4,
3 a0 20

Td M1 L%
15 280 238
13 ng ]

Al

|l 22 -
T BT ENR Y RGa e

| TAMARG BE FOLICULO % FOLICULOS N4 e
Ti Tat 24

T ) 18

gx) %1 A8

T4 96,7 A

TS 589 )

T6 1000 &t

TOTAL 07 g B




TABLA 28.- PORCENTAJE DE FOLICULOS NO ATRESICOS Y ATRESICOS
TIPO 3 (E2/P4 + T) SEGUN EL TAMANO DE FOLICULO,

Z FOLICULOS NA 2 FOLICLLOS A

n u 79

T3 250 T30

13 116 B4

T 43,6 HA

it 7 03

} X6 o0 N
Al 379 %}

g 0 pad0,
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TABLA 19.- PORCENTAJE DE FOLICULOS NO ATRESICOS ¥ ATRESICOS

TIPO ! (E2/P4) SEGUN EL GRUPQ ANIMAL.

GRUPO I % FOLICULOS NA % FOLICULOS A
C1 414 585
2 00 300
] nd 622
] 33 40.5
i) 322 434
P4 800 04
TOTAL 40 S6.0
1 = S04 casos.
TABLA ¥.- PORCENTAJE DE FOLICULOS NO ATRESICOS Y ATRESICOS
ANIMAL.

TIPO 3 (E2/P4 + T SEGUN EL GRUPQ

GRUPQ % FOLICULOS NA SFOLICULORA
cl 3 @Al
[or) 267 7}
Pl 250 24
n nd 4.,
I£] B8 ld
P4 10 L2 .

TOTAL Al e,

n = S casos.




TABLA M POJ%ENTME DE FOLICULOS NO ATRESICOS Y ATRESICOS SEGUN

ITUACIOE\II. prL QOVARIO (DERICHO 1ZQUIERDO}

PO DE ATRESIA (1,2

OVARIO DERECHO

OVARIQ (ZOUTERDO

TrQ1 %A (n) a0 431
SELP % KA {3) 570 549
TIPO 2 % A (n) 39 66,2
(E3/T) % NA fa) 11 338
TP} 3 % A (0} 0.0 KA

% NA {n) W00 89
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GRAFICA XVI: RECTA DE REGRESION DE ESTRADIOL-178 SANGUINEO
SOBRE PROGESTERONA FOLICULAR
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GRAFICA XVII: RECTA DE REGRESION DE ESTRADIOL-178 SANGUINEO
SOBRE ESTRADIOL-178 FOLICULAR
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RECTA DE REGRESION DE ESTRADIOL-178 SANGUINEQ

CRAFICA XVIIL:
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GRAFICA XIX: RECTA DE REGRESION DE PROGESTERONA SANGUINEA
SOBRE PROGESTERONA FOLICULAR
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GRAFICA XX: RECTA DE REGRESION DE PROGESTERONA SANGUINEA
SOBRE ESTRADIOL-17f FOLICULAR
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GRAFICA XXI: RECTA DE REGRESION DE PROGESTERONA SANGUINEA
SOBRE TESTOSTERONA FOLICULAR
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CA XXII: RECTA DE REGRESION DE TESTOSTERONA SANGUINEA
SOBRE PROGESTERONA FOLICULAR
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GRAFICA XXHI: RECTA DE REGRESION DE TESTOSTERONA SANGUINEA
SOBRE ESTRADIOL-L78 FOLICULAR
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La fisiologfa del ciclo reproducior de la vaca es compleja, Exitte una gran
cantidad de mecanismos que intervienen en la foliculogénesis ovérica, Ia selecdén
del {oliculo ovulatorio y [2 atresia del resio de fos foliculos. Hoy en dfa se conoce
[a existencia de factores intra y extraovdricas, encargados de la regulacion de todos
los fendmenos anteriormente mencionados, aunque no lodos ellos hayan sido atn
determinados (Ireland, 1987; Lacker et al,, 1987 a, b; Greenwald y Terranova, 1983;
Tsafriri, 1988; Tonetta y diZerega, 1989). Se sabe también, que olros pardmelros
como la edad, 1a raza, alimentacién, ete. (Rajakoski, 1960; Staigmilier et al., 1982;
Chesworth y Easdon, 1983; Folman et al,, 1983; Maurasse ¢¢ al,, 1‘585) pueden
influfr en la regulacidn o en ¢} desancadenamiento de estos fendmenos. Sin
embarge, la explicacién fina! de todos jos mecanismos citadot, que culmina con la
ruptura dei folfcula preavulatorio, no es adn bien conocida en su totalidad (Fortune
et al, 1988; Savio et al, 19388; Glather et al,, 1989 a, b; Driancourt, 1991; 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 un resultado muy
beterogéneo. El papel que juegan las hormonas esteroides en 10dos estos procesos
es fundamental, por lo que un gran ndmero de estudios han sido dirigides haela la
determinacién de los momentos y mecanismos en los que intervienen estas
harmonas, para lo cual se han analizada sug concentraciones en sangré periférica
¥/o en ¢l liguido folicular de Jos folfeulos antrales del ovario, abarcando tedos Jos
tamafios de folfculo y en fas mds variadas siteaciones Hsioldgicas del ciclo
reproductor de esta especie {ciclo estral, gestaci6n, parto, perfodo post-pario, sie.),
con resultados asimismo desiguales (Rajakoski, 1960; Choudary ¢t al, 1948,
England et al., 1973; Dieleman et al, 1983; treland y Roche, 1983 a, b; Kruip y
Dieleman, 1985; Spicer et al, 1986; Savio et al,, 1990).

Sin embargo, san pocos los auteres (Ireland et al, 1979%; Ireland y Rache,
1982, 1983; Walters ¢t al,, 1982, 1984 a, b; McNarty er al, 1984; Whe, 1987} que
han cuantificada paralelamenie 1as concentraciones sanguingas y foliculares de-estas
hormonas estetoides, para determinar las posibles correlaciones exisientes entre os
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aconiecimientos qué se producen 2 estos dot niveles simultincamente. Fam
estuddion son incompletas, puesto que generalmente delerminan una o dos de estas
hormonas a ambos nrveles.

Por toda ello, nosotros hermos determinado las correlaciones existenies entre
tres hormonas esteroides, penenecientes ¢ada una a un lipo funcional distinw
{esirdgencs, progestdgenos y andrdgenos), como las mds principales que
intervienen en ¢l ciclo reproductor de la vaca: Estradiol-178, Progesterona y
Testogterona, con &l fin de comprobar s relacidn con los mecanismos que s¢
producen on ¢l ovario: desarrollo y atresia de los foliculos, relacién 1amadio dal
foliculo y eoncentraciones bormonales sangufneas y loliculares; correlacita con los
parimetros oviricos takes como: longitud, anchura y peso; con parfmstros
Ioticulares tales como ¢l tamaho o didmetro de log folfculos, el volumen de s
mismos y ol ndmero existente (1otal y por tamafios) en cada ovario,

No s¢ ban includdo, en este estudio, las posibles correlaciones existentes
entre la presencia del cuerpo liteo en el ovario con los niveles folicalares y
sanguioos &t las bormonas esteroides, debido a que en los dias del ciclo estral en
bos gue 3o encontraban ias hembras seleccionadas, este cuerpo hitco ya en
funticaalesnie inactive, lo que se comprobd al realizar ¢l andlisis estadistion de
s resuitados obtanidos en las hembras que presentaban cuerpo liteo, y al no
existir diforenclay significativay entre 4stas y ¢l resto. Tampoco s¢ ha estudiado la
influzneia que ol folioulo dominante del ovario ejerce sabre ¢l resto de los foliculos
antrales, o sobre las concentraciones sanguiness de kas hormonas esteroides, debido
4 kot confesos resultados aportados por los distintos autores sobre este lema
{MeNarty ot al, 1984, Beantmeier o1 al., 1987; Pierson y Ginther, 1987 a, b; Savio
et al, 198%; Ginther ot al, 1989 3, b).

El disefn d¢ §a experimentacidn se evd a cabo de acuerdo con el andlisis
exadiion que st s o realizar (BMDP) siguiendo las directrices del Sisema
Teduemdsico 8o Somosaguas UCM, con ¢f fin de poder obtener unos resuliados
eradimionments prapsjables, para lo cual se planificd cuidadosamente Ia elewidn
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A2 cada vatiahle biolbgica. Ya se ba sehalado en el cepituio de masrial y ménndes,
ta formia e qué 58 han elegido estas varinbles bioldgicas; sin embargn, pis poses
saprtante recordar de muevo esle procesa, ya Qe a o lurgs de egen cwﬁwm
discutiterman los eriterios en los que nos hemos basado para by phasificssids
desarrolio de nusstra experimentacidn,

Los variables hickogicas wtilizadas, comn variahles entadistieas fuespe:
1 Grupo animal: por edades, controlet y problosss, procedancia.

20 Parimetros oviricos: loagind, anchura y pese.

¥ Situacitn del ovario: lado derscho ¢ izquierda.

4 Pardmewros foliculares: tamafios o didmesnss, nimern, volomen d2
Hquido folicular on cada categorta.

60 Perfiles bormonales de estradiol-17, progesterona y \estosternna en

umwmmm”mmaum,mﬁwmmm
darerminados,

Enprimerhagw,semenmnmlam,mwmmmmm
dacisiva en los resultadns de muestro estudio, eon ol fin & carmpniy
eambios significativos ¢n la fancienalidad oviriea.

Las bembras fueron divididas en wes gropes: Ternaroa (de 4 2 & mewis de
eamdeﬁnpﬂb«u);Nwiﬂm(&laSaﬁonéaeMj'yVméét&\Mm
sdelane). Con esia clasifepcion se cbwvo yoa musstra regeesentutba &2 R

Fit




poblacidn que con mis frecuencia, s¢ encuentra 2n los mataderos. Los diferen
aulores contultados utilizan hembras de edades similares, bien procedemies dal
matadtro o de una explotacidn conocida, aunque generalmente o inchiyen ep o
mismo estudio animales de todas las edades.

En las hembras impriberes, y por lo tanto funcionalmente inmaduras, lng
distinios autores ban determinado los niveles de estas hormonas ¢n sangre
periférica (Swanson et al, 1972; Gonzfilez-Padilla et al., 1975; Schams et al, 1931,
Dobson y Kamonpatana, 1986 Dodson et al, 1988; Bierley ct sl 19%7; Patens y
Ball, 1967). En los ovarios da las hembras de este grupa de edad, obtenidos en ol
matadero, se observd una poblacion de foliculos antrales de pequedo amada,
ouyos niveles hormonales en el lquido folicular no han sido esmdiados, per ko gue
non parecid importante incluirlas dentro de nuestro esidio.

En segundo Jugar, s dispuso de una poblacidn control, de precedencia
conocida, 1 cual no habla recibido ningdn tipo de tratamiento hormonal, facor
dererminants para los resultados dé¢ nuestra experimentacidn y desconotido ea lay
hembras del matadero.

A doa de o931 hembras se les analizaron Jog niveles sangufoeos de Jas tres
bermonas estervides medianis ELISA de competicidn, a lo largo de sodos los dfas
el ciclp esiral, durame dog ciclos completos (Marcus y Durnford, 1988; Meyer et
al, 19903 Con ello 3¢ conziguld un objetivo muy impontante, la validacita de
Ensisas temicas de andlisis bormonal en el platma de csts especie, puesto qus ks
walpres ehitemidos colncidian con los de otros aotores, tanto en la edud, como eala
raa, wendo RIA y EIA mmeo wenicas de andlisis {Garverick et al, 1971, Schasms
ot gk, W, Dobson, 1978; Wise et al, 1982; Hamsel y Convey, 1983, Walien y
SeboBiesberger, 1984 2, b; Peters, 1985; Schaliemberger et 4l., 1985; Dobson et al,
1988 Maraes y Durnford, 1588 (EIA), Mever et al,, 1950 (EIA)).
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Les resuliadin de ¢stos andlisis e v encomntran reflajades en bog gridens
1. 2.3y 4. eniniden con lod de b autores sefalades, ko gue nos indied gus raastra
rhgmica ora perfecsataenie vilida para la derermoinacitn de bormenss opereides s

el plaszna sangninto g e3A espetia,

La eleecifin de {2 poblacin de hembros a aralizar (esntrel y probiomal s
readivd al azar, pero teaicnda on cuenia ka1 edad, como o hameot seftalade, ¥ g
emas hombras o estuviesen gostamios, Jo gue 0 comprobd modiands i st
masresedoien dol aparato genital on ol matadero y sedlisis ber
Wd&mﬂ%ala@tmmwmm_ N
e, ?mmmmmmmmmm}mmmmmwmm
sireh para b clasiftencidn do las hewbras qus se than o esmdisr, puests gue ua
imtennd qoe 1odas ellas 56 encontrasen en of mistmg extadin dol ekt entral pera. gps
boa resuitadas obtenidos fucsen homogineos, Nuenyn chasiffesiin estd e amendo
con lns criterios da Ereland ot al (1979, 19800, Kruip ot al (19331, Bransmaies ot
sl (19ATY, mryzmumy%mw(l%nrmwmmdmw
v anpatio de los folfoulns presenies ¢a of evarbs ¥ lx apasiencis curesedpi
@Wmmmmwwmmwmiams«mwmmmmwm
eopnmiraban en fase lolefniza tardla, owyn cumrpo Miveo 0 ¢ fumd
Bt ¥ s que se enconiraban on fass Rudleular,

Orris autores no tendn 40 vusnta ete Gl eritavin, T
gwarios & azar procedentes de howhran adubias, mo gostastes (He %
1982; Pusheneyer ot al, 1985); sin embarge, ¥ debido a ba (nfoenciy qua peses of
eutadio del ciclo estral sabwe los fendiemcs que 90 Bon 3 analie, ¢ i
gt ee tipn de clestifm po thems mingima valilier, wbre wde para B
dmerminacitn de ba atresds falicular,

Las hembrag control y problems so Sividieeon en trea gropes segiia Ja adedi
vagas, povillas y ternoras.

it



Desgraciadamente, no pudimos disponer de Lerneras control para plasma y
ewarics, por lo que el estudio de las correlaciones encontradas en lay hembras
control y probiema no se pudo realizar, en este grupo de edad, mds que a nivel

sanguineo.

El grupe de novillas problema se subdividid en dos, puesto que procedian
de dos mataderes distinios.

La comparecion de log resultados obtenidos en las poblaciones control ¥
problema no se encuentra reflejada en la bibliografia, dato que consideramos de
suma importancia, puesto que como hemos sefalado anteriormente, el control que
exiate en bos mataderos espafioles sobre el estado hormonal de Jos animales &s muy
pobre, por no decir que nulo, y los resultados obienidos en estas hembras pueden
By sef loa correspondientes 2 su edad y estadio fisiologico, por un watamiento
inadecuada de las mismas.

Los pardmetros fueron seleccionados teniendo en cuenta los siguientes
eritenas, relacionados con las correlaciones que se iban a estudiar posterionmente
y d2 amyerdo con la bibliograffa consultada. Se midid la longitud y la anchura ds
sidus ot ovarios utilizados, clasificindolos por grupo de animal y localizacidn (lado
derecho ¢ izquieedo) (anexo). Los distintos didmetros foliculares se determinaron
wmando la madia de dos o tres medidas, en la interseccidn de un folfculo con la
superficis d2i ovario (Ireland et al., 1982). Otros autores, que describen un estudio
merfoldgion mia detallado de tos ovarios, realizan estas medidas o bien mediante
seeeinnes hinoldgicas de kot ovarios, con andlisis microscopico de las diferentes
eaps eehdares que constituyen los folfculos antrales (Rajakoski, 1960; Choudary
e 8., 156%), o bien mediante una diseecion de Jos foliculos antrales bajo un
evtrgrescopto (Kruip y Dieleman, 1982). Este tipo de medidas estd dirigido
hagis ia dertrminacién de la awresin folicular mediante criterios motfolégicos. Al
R sar eite puestro obyetivo, consideramos la medida externa de los didmetros
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toiieulares como un criterio Jo suficientemente riguroso como para dividis dos
foiioubos d¢ nuestra experimentacién ea varias eategorias stgin sus \amafos ©

Sifmmatres.

Los folfculos antrales que hacen prominencia sobre la superficie ovdrica se
ban clasificado basicamente ¢n tres categorias por tamados: pequedos, madianog
y gramdes, Los Hmites entre las tres categorins son muy varfades segdm los auiores
¢Kruip y Dieloman, 1962; Disleman at al., 1983; [reland y Roche, 1983 a, b; Bellin
ot ol., 1984; Kruip y Dieleman, 1985; Spicer y Zinn, 1987). Otros sutores clasifican
mhﬁmiosamﬂupmmvo!ummdmdueiemm&atemmh
matemAticn que relaciona ambos términes, el didmetro folimular (Handsrson et al,
1642). Cema, ol final, el resultado 3 ¢l mismo y este método o5 més conplicads,
af analizar un ndmero muy grande de folioulos elegimos of primers por sor mas
seneifio.

Nugstra intencidn Iniclal fua la do doterminar bos aiveles hormonales e
cadfa olfeulo individualmente, pero ¢sto no fus pasibls debido al poco velumen de
ﬁqaﬂdofaﬁmlqupmhnlmfoﬂw%p@qum”&omlmmﬁe
mezdar o realizar un ‘pool’ de lguido folicular. Hste ‘pool s¢ realisd
mwmnuwmhdmmmmmrmomm;mm
mnwmmdﬁelmunidode&mdmmu&mammuﬁsm%md&
meaquuflnhacen(ﬂnglmdemh.lm;hehmdﬂahlmﬂﬂmmud.
1982; Krulp y Disleman, 1982; Dieleman ot al., 198%; Beltia y Ax, 1934; Bushmoyar
etaLl?ﬂS;SpmretmIMEmu.MWWdeﬁmamm
m.quuahhuﬁomﬁﬂdendmdm&lmémwwimm@mmb
cual, o3 resultados que se obtienen 0o 3¢ jisstan a la realidad.

La clasificaciin que hemos uﬂﬁm@melM@m&;
sxperitsentacion s encuentra reflejada ¢n el material y mdtodos, estuliisainge
ramases foliculares, Pusde extraiiar la presencia de Bos folioutos T3 (05 mmg
p&mqmlmloﬂmloaﬂyﬁnﬁummm@mm.mmmmmm
dasificacibn s¢ realizb en funcidn de poder Setermimar I COROIMTBIEDE




bormonales en ¢l mayor ndmero posible de folfzulos individuales en los distintos
tamafos, ya que en alganos casos el volumen de Hquido folicular de los folioutos
T2 era suficiente como para ser analizado separadamente. En otros casos, ¢
pimera de folfeulos T1 y T2 presentes en un ovario era insuficiente para ser
aralizado por separado, por Jo qué se introdujo una lercera categora dentro de los
foliculcs pequefios.

Cada tamafo {ue analizado estadfsticamente por separado y como total de
la poblacidn folicular de Jos distintos grupos de animales. Con estos tamafios s
realizh tambidn el estudio de la atresia folicular, medianie un criterio de
chaificacidn endocring, que serd discutido més adelante.

Se determinaron, tambidn, fas correlaciones exisientes entre nivelss
bormonales sanguineos y foliculares y el volumen del Hiquido folicular obtenido é¢
eada foliculo o grupo de folfculos, como otro factor posible de correlacion.

La elecciin de I téenien analftica que 3¢ vaya a emplear debe realizarse con
semn cuidado puesto qus da ella va a depender que los resultados de omestro
exudio sean realnwnte vilidos y sleancen los objetivos propuestos.

Existe una gran variedad de técenicas de andlsis de hormonas esteroides; sin
eqbarge, ¢ desarrollo de las téenicas immanolbgicas, desde hace aproxdmadamente
wsas es déeadas, cawd una verdadera revolucidn dentro del mundo de
endourizolegia (Blzke y Gould, 1984), por lo que su wilizacidn pan l2
wm&MescadauzmmrenwdoelmundQ.quhﬁaddﬁdoam
cozastiiisticns que los confieren grandes ventajas sobre otras wbenicas analfticas

Renira de lus téenieas inmunolgicas of radivinmunoandlisis (R1A) ha sido
T estrelia, dosde que en 1969 Abraham desarroliase su ensayo para estradiol-178.
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Sin embatgo, esta 1éenica posee usa serie dt graves inconvepiontay: Iy eurta vida
media de 5 reactivos, el pequefio mimero de isblopos qus 3¢ pusden wsar en la
préstica, 1 realizacion de esta wéenica entraBa riesgos reales sobre 1 sabed;
Wmhndiadﬁnwademda&mchdmohdauuxfﬁn@mmm
2¢ Taa bormonas marcadas; la sutomatizacién de ia sécnica ea dificil dabido a sua
saraeteristiens, {a infraestructura y of equipamiento, necesarios para desarreliar esns
pediodo, $on excesivamente cares, necesitindmsa un personal slaments cxalificado
y por GHima, el uso, distribucion y eliminacién del material radiactive, eatd sujete,
gantramente, a unas me<lidas de seguridad may estrictas y a una infraestrocts

de ba gua o todos Jos lnboratorios puedey disponer (Schuars y Vaa Weomen, 1980
Riad-Fahmy et al, 1981; Blake y Gould, 1984; Tijssen, 1985; Munro y Lasley, 1588}

Par todo ello, en las dos dltimas $écadas, ¢ ban desarroliado una serie de
esayes inmunoldgicos, no otdpioos, para la detoreeinacidn de  harmonas
estercides, sustitayends Jos isdtopos radisctives por otres sustancias marcaderas; de
val smanara, que las 1éenicas resultanies reuasn todas tas ventajas del RIA, ¢vitando
mgmmmmmemmmwmmmmmmmﬁmmm
walas ellas, los enzimoinmuncandlisis (EIA) para eneroides que hidtren sa
aparicién a principios de I década de Jou setemta (Via Weemson y Schuurs, 19721,
han constituido la mis clars ahernativa al RIA, ol posesr una serie de vemujax:
sensibilidad, detectabilidad y especificidad muy elevadan. Son ensayen sipidos y
simples, en los que mumﬂorea@rmwmﬂﬁm&wﬂeamm
o ea el caso de que se realice, no os complicado. La reprodudibaiba
nammw;emmnmmwomwmmmm
peligro de radiaciones. La versatilidad de los andlisis pucde rer signd
imcrementady, debida a la gran variedad da emimas y o sus propicdudes especifie:
El cosie de fou renctivos ssmbhmmymm%mﬁaw%
squipamiento requerido es relativamente barato y e0 se pecesite wn persoral
ahtamente cualificedo para ka realizacidm do eotas tenicas (Tiuen, 1985}

AthamnghymMmemm&mmM
wilo s han utitizado en investigacion, sino que ban sido enfocados hacia el
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disgndstico prictico, o que hace que la aplicacidn de cstas thomicay en
endecrinologia velerinaria sea muy interesante (Schuurs y Van Weemen, 1950

Una vez evaluadas y comparadas las caracterfsticns de los mbwodos
insmunoldgices de andlisis hormonal, isotdpicos ¥ B0 isotdpicas, nos decidimes por
estos dltimes, puesto que eran jddatos para nuestra infracstructurs, ademds 3
posibilidad de adaptarlos para pruchas de campo nos parecid de suma imparancia
pars Ja epdocrinologia veterinaria. De entre 10dos ellos elegimos el ELISA de
comopeticidn en microphaca (Mumro y Stabenfeldt, 1984). Esta téenica bha sido
empleada para la detenmninacitn de 1odo tipo de bormonas esteroides en diversas
fufdos biokigicos: plasma, suero, saliva y orina, en la mayorfa de las especios
domdsticas y en Ja especie humana (Dray et al, 1975; Sceger et al, 1979; Torkes
ot al, 197%; Nakso ot al,, 1980; Riad-Fahmy et al, 1981; Sauver et al, 1981; Talioa
 al, 1934; Van de Wiel et al, 1982, 1986; Saver et al, 1989 =, b), pero g0 ¢
on0eed $a aphicasidn para fa delerminacion de estas hormoaas en lquido folicular
7 en especies animales, ni en humana, Por todo ello, bemos puesio a punto va
ELISA do eompetickdn en microplaca para la determinacidn de tres hormonas
eitbreides: astradiol- 118, progesterona y testosterona, en plasma y Uquide folicular
Bervines.

8¢ eligid la microplaca como fase solida porque presenta grandes ventajas
Eromte o otiod: ol volumian de muesiras o analizar ern muy elevado, por lo gue al
introdnele 25 mmastzas por placa, se comsipue reducir el tiempo de gjecucion de ks
experimantacida; al wiilizar voldmenes muy pequedios se reduce ¢l precio de los
tatigos, Ewtor que dadas by condiciones en lay que se desenvuelve la fnvestigacidn
n Fmeatro pali, on ovasiones, oS determinants a la hora de la planificacion d2 wa
caio experimental. Al encontranse una de b fases del ensayo unide 2 la fase
sélida. (antieuerpod, In separncitn de lag fraccipnes unida y libre es sancilitsima de
epeeiar, basta wn-yimpls volcadn de 1a ricroplaca, seguido de uno o varios kvedes.
Far iftime Ia reperibdidad que se comsigue en la microphaca ¢5 Bperamente
supetior & I commeguida con otras fases silidas (Burrels y Dawson, 1982, Wimpy
5 0% 1HEE)
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Se desarrollaron dos ensaycs belerdlogos y uno homdlogo. En la elsetida
de uso u otro métndo existe gran controversia entre bos autores, defensores y
detraciores de umd u oo sistema, y2 que los resoltados obienidos san Emuy
gimilares. Algunes autores {Van Weemen y Schuurs, 1975, 1976; Abuknasha y
Exisy, 1978, Van de Wiel ot al, 1982, 1986; Sauer et al,, 1984) sefalan que ol uso
e 1o haterologia aumenta la sensibilidad de las téenicas de andilish, ya que al po
set reconocido antigénicamentt por ¢k antionerpo, el enlace que une el esterolde
¥ la enzirma, la afinidad de este anticuerpo por ia hormona lbre y comjugada <1
sisnilar, favoreciendo la reacsion de competicidn enmtre ambas. Sin embargo, otros
autores (Dray et ab, 1975 Tateishi et al, 1977; Moaurel ot al., 1988; Marcu y
[laraford, 1988) sefinlan que la sensibilidad que se consigue en wn enaayo
moSlogo €8 la misma que en el htterdlogo ¥ que para disminuir la afinidad del
anticuerpo por el derivado estervide unido a fa enzima, ko dnico qae s¢ debe hacer
o5 samentar la dilucion dei anticuerpo en el ersays, con ko qua ademds, con el
mismo volumen de anticuerpa se pusden realizar mis emsayos. Bs ouricso
comprobar (véase cuadro resumen en la introduccidn) cbmo en ¢l caso de ]
tatosterona la mayorfa de los ensayos desarrollados son homdloges, en ¢l caso dal
gatradiol- 170 predominan los heterdlogod, sunque en loa dltizos ados la tendencia
se incling hacia Jos ensayos homelogos y en el caso de la progesterona las opindenes
eain divididas. Como se pusde dedudir, ¢l problema sigue 26a sin ackaras del todo,
por o que en nuestro €aso, esta eloccidn estuvo determinady fundamentalmense
pot la disponibilidad de oblener derivedos estroides comercialments, para
stdizarlos como inmundgenos o en ol conjogado encimdtico, dehido a h
tmposibitidad de realizar en nuestro laboratotio bt stotesls de roevos decivados
estercides, al carecer de la infracstryctura necesaria para sbio.

Se desarrolid un ELISA hetertlogo en ol caso del estradink- 174 y de I
progesterona y un ELISA homdlogo para uestosterena,

Los niveles sangufneos de estradiol-17 en vacuno se sitlan alrededer de 3
10 pg/ml (Meyer et al., 1590, por It que en ¢f caso de esta bormmeona y debide a
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las posibles interferencias que pudieran causar otros componentes de Ja muestra
(Blake y Gould, 1984} se realizh una extraccidn previa al andlisiy, que ¢n ¢ cun
ds bt owas dus hormonas no fue necesaria, probablemente porque su
concentracionss 3¢ sitan en ¢l rango de ng/ml y las imerferencias se eliminan
medianis un simple pretratamiento con calor y una dilucién 42 con la solucidn det
conjugado. En ieche, s¢ sele realizar la determinacidn directa de progesterona,
aungue alguncs autores también la han realizado en plasma bovino (Saver et al,
1452; Van de Wiel et al, 1982, 1986; Marcus y Hackent, 1986, Prakash et al, 1988);
sin embargo, ia determinacida de testosterona la realizan con una extraccidn previa
de I muestrs (Marous y Durnford, 1988). Después de una serie de pruebas
preliminares (que no se ban reflejado en ¢l capfulo de resultados) en las que se
compard ¢l ensayo directo con el extraido, oplamos por el primero, ya que las
diferencias entre ambos no eran significativas. Nuestros resultados, utilizando un
ersayo bomdloga y directo s corresponden con los hallados por otros autares, y
entran dentro del rango aportado por ellos en hembras de esta especie, utilizando
RIA (McNatty et al, 1984; Wise, 1987),

El tipo de heterologia utilizada en ambos casos fue una mezcla de
baseralogla de posicidn y de enlace (Van Weemen y Selnmrs, 1976): pana el
inmundgeno se utilizaren E2-6CMO y P4-11aHS y para el conjugada E2-JHS y P4-
MO,

14 produccién d¢ los anticuerpos especificos frente a las tres hormonas s
realizd en consjns, al reunir esta especie las condiciones iddneas para nuestros
propdsitos (f4cil manejo, gran resistencis a las inmunizaciones, obtencidn ¢n un
orio perindo de inmunizacida de un antisuero con wa Htulo muy alto de
inmunogobulinas especificas, [Aciimente purificables, obtencién de una cantidad
waficieme d¢ plasma para muestra experimentacion) y adaptarse perfectamente ala
infrasstruziura de nuestro Departamento.

Loy inmundgenes wilizados se eligieron teniendo em cuenta las
arantarisieas enructarales de las hormonas, con el fin de que la antigenicidad de
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tos mismos fuese la mls elevada: E2-5CMO, PA11aHS y TICMO v &) ser
combinadoy bas anticuerpos producidos con el conjugado, e reconoimisrts
antigéaico del enlace que une el derivado estervide a kb emasima sen dbd,
agmeptando aul Iz sensibilidad del mbroda (Exey y Womdhams, 197 Sromer y
Cudedl, 1977, Extey y Abukneahs, 1978; Franek, 1987, Tiefenauer et al, 1959]. Comns
adyuvames s¢ utilizaron los d¢ Freund y en la primera inmunbacifn s adminiserd
intrammscularmente Bordetella pertussiy con el fn de potenciar ka, respuesta inmung
{Muaro y Stabenfeldt, 1984; Tijssen, 1985; Catty y Raykundalia, ¥988). La pauss ¢
inunizacidn seguidz fue similar ¢ la que utilzan la mayerfa de It mwores
(Cuadros resumen), mediante o enica de Vaitukaitis (1971) o & isyesefones
intradérmicas radltiples (véase dibujo | de Ja introduecidn).

La relacién molar edteroide/proteina ds todos by immondgenos ara da 28
2 30 rostducs de estervids por mol de BSA, puesto que relacieset molaves
esteraide-proteing inferiores & 2011 no prodeven B respusin tnmume sdesenda
(Nbwwender et al,, 1973). El ponador wiitizado fue o] BRA, dabidis a qus bos vonslen
possen usa especlal afinidad por esta protsina (Kol ot al, 1978), dands ccunn
resaftado unos antieverpos alamenie especificos, apuoue Wikking et 88 (3977
sefialan que 1a tiroglobuling porcias et mds eapecifies pars ks conajis, o ebtena
titados mas elevadon. Sin embargs, sdio estos sutores usilizan essy povsader y aas
mM«mmWanwhmmmmmmﬂmﬂw
fuctor que realments infiuye en ja ubiancidn de wiulot elevalon da Entitmeris
puliclonales fronte a egreroides, Se wilizarom los misiucs botes di bamusiges
durants toda la inmunteacidn con ol fin de daminudy, eﬁhmﬂé&dx%]&mﬁb&.
Ta variacidn ndividual de Ia respuests fromuns de log avdmades (Fores of o, 19960
Las dosis de inmundgeno adminiyrades fueren em wdns bu iy
(innmnizactones y booaters) de 1 my (Munto v Stabentishls, 1904 Musra yLades
1988}, aungue on asts punto o donde existe wna wayer dfereneia oire lod dping
conmkiades, wiidizando prictivarironse cada upi una diely Sl ¥ 48
512 e fos boosiers, sungue odas se ssudan demime ded vags S0 ugd
20 estd demoswrada de forma concluysnte que of sexe de o anbmalsy balhigs en
of resuitado de la inmuniracion, Wickings ot al. (X977}, wibienn maches cussadin
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y bembras eo ia inmunizacién frente a testosicrona porque afirmas gue en log
machos adulgs sin castrar s¢ observa un aumento elevadisinn ep Jas
concentraciones plasmdticas de testosierona libee, paralelamente al aumemy del
tmilo de anticucrpes. Esta testosterons ¢ va uniendo a los anticuerpos producides,
saturando parcialmente sus lugares de unibn con lo que €l tllo es menor, Sin
embargo, nosotros no hemos encontrado diferencias en el desarrollo de 1a
inmunizacifn de nuestros conejos machos frente a 1estosterona con g machos
srnenizacos frente a estradiol-178 y progesterona; en 3108 animales £o s¢ produce
la dismipucdn del drilo de anticuerpos alrededor de Ja séptima semams de
inmunizacisn tal y como sefialan estos autores. La explicacién puede deberse o qas
lay dosis empleadas por 8108 autores son inferiores a las nuestras, no rcatizen
inyeociones de recverdo (boosters) y el perfodo de inmunizacién es menor. En
puestro ¢as0, af anmentnr las dosis, realizar boosters y prolonger ¢l tiempo da
inmumizacién e posible que las concentracionss de testosterona plasmética Tibres
1o euménten paralelamente con ¢ thulo de anticuerpes, por lo que no se produce
Ja satipracion antes mencionada,

Se realizaron custro inmunizaciones con ACF cada dos semanas y cuatrg
boosters memuales, kos dos primeras con ACF y los ditimos con ALF (Mumro y
Subenfaldt, 1984). A diferencia de otros autores que sacrifican a los andmales al
Bnat de b inmanizacidn (Dawson et al, 1978) nosotros seguimos maneaniéndolos
y actualnente e 125 administra un booster cada sels meses con ACF, con el fia de
mantener ol thulo conseguide. La evolucién del tiulo de los antiseeros s
doermind mediante ELISA FIS, Este méiodo 3¢ ha desarroliado en suwestro
depariamentss 3 earecer de la infrasstructura necesaria para determinar ¢f dinle
ot Jos antieuarpos producides por RIA, al igual que bo realizan la mayorfs de los
autores (oudros resumen de b introduocidn). Comeo se¢ puede observar cn las
grificas +-VI, esta evolucién 65 muy similar para kas tres bormonas, aleanzindose
ol Wzio mixime en o ooang-quinto mes de inmenizacidn, disminuyendo heego
Hgerammnde, para estabilizarse,

La venszin del ELISA FIS fremte a otros méiodos, es su sencilisr y rapidez
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da gpecucidn, comprobindose un sumarto dal tihulo de los antiowerpod wea ves
putificados y eliminads b fraccidn de anticusrpos seti-BSA; evie aumenss dol sinds
g delido a ba interforenicla que los componemes el planma de conely causan en
ol ensayo (exists und elevada concedtracida de fibrintgens), va qar comsy sa poads
extapridear, mwmﬂmmhd%mmalwmmwﬁa
mammmUMmcmﬁmwmmmanm

& 0.5 como el Hmite por encima dal cual se pusds easpeant ks puris
sasicuerpos producidos. Todos los antisiers se comanzaran 2 purifien a parir do
loa 90 Jss, fecha que concuerda con fa de oot gusores (Nambars et al, 1974,
Foremt ot al, 1976 Exley y Abuknesha, 1978; Moo y Stabendadds, 1904; Musso v
Lastey, 1988), La purificacidm se realizd modiants und provipitacidn oo mifars
amdnico satrada seguida de una didlisis exhaustien pary eliminar bos fones wifies
(Garvey ot al, 1977), seguida de Ta adworeidn ¢ by sntiowerpon aud-B5
(Thorneyeroft, 1970; Munro y Stuabenfeldt, 1984). Una difarsncia inportams dos
eouvisns sefialar entre RIA y EIA o3 que en ol primer método 12 vaabe willnar of
antisusro sin purificar (Abrabam, 1969, 1973), mientras que en of sopende, b
mayeria de fos autores mlmntapuriﬁmm(mmmmmaéekﬁ
introdwecitn), mds ¢ menos compleja segin bos easan. Posterfoouen ’ -
ama;ammmmwmmmﬁmm
Bravifiord (1976); este método presenta una seria due vortafas, reptoduuibi
faciiidlad y sencillez de ejecucitn, estabifidad v sepuibidlidad Cugfuall, M # G
métodos  wtilizados e¢n la  determinacidm  de  protelvas  (Mibnsdes
espactrofotométricos, Lowry, Binret, etz. {Thores, 1998)L

hmm@&ﬂanmmm”%mxm
B determinacidn de la especifleidnd, ealenlamdo of por e ¢y
mé&swwmmhmnmwmaﬁ&mme&mﬂa@!&aaemm' i
Como se pusde observar en los evadvos |, 11 ¥ B, los revosionsy erenaiiss d
mmanﬁwammm%h&yuemmmméwrw%m@*
mayoris de tos autores (vianse cuadros). Entas reseaionss erosedss 18 & A




por ELISA, siguiendo el criteric aponado por Abraham {(1975) pars la
carscierizacién de antisueros anti-esteroides.

La segunda camacterizacidn de Jos anticuerpos fue determimar sy
practicabilidad en Ja cjecucidn del ELISA; con esta determinacion se sustituye ¢
cilculo de la afinidad del anticuerpo, que en ¢l caso del ELISA e difici] de
calcular, ademds, distinios autores (Schuurs y Van Weemen, 1980; Blake y Geuld,
1584; Munro y Stabenfelde, 1984, entre otros) sedalan que realmente ests factor ef
uno de bos determinantes de la sensibilidad y repetibilidad de Ia téenica de
determinacidn. Las diluciones empleadas por nosotros para el desarrolio gzl ELISA
d¢ competicidn fucron 1/2.000 para ¢l anticuerpe frente a E2, 1/4.000 para ¢! de
P4 y 178000 para ¢l de T,

La enzima elegida fue 1a peroxidasa de rdbano picants (tipo VI, RZ =3) al
reanir §a4 caracieristicas iddneas para el desarrollo de nuecstro método: estd
susense ¢n los Liquidas biolbgicos, posee elevada actividad especifica, facilidad de
comjugacidn a los derivados esteroides, a través de bos grupos reactivos que pree
en su moldeuls, estabilidad y actividad, bajo las condiciones ¢n las que s¢ desarrolia
¢l ensayo (1emperaturz, pH, ¢1c) y, por ulimo, posee una amplia variadad de
eromdgents disponibles que desarrollan unas diferencias de color, segin las
sirpcentraciones exisientes en 14 muestra, que permiten sdaptar algunas de las
tenicos desarroltadas 2 Is evaluacion visual de los resultados, ademds de la
avabigitn espertrolotomdsrica, Por otro lado, e3ta enzima ha sido la mds villizada
por todos bos autores que han desarrollado téenicas EIA para la determinacién de
hormonas estercides (véase cuadros resumen).

Les derivados esteroides uiilizados en 1a conjugacion fueron: estradiol-178
JHS, progesterona JCMO y 1estosierona 3CMO, los dos primeros camplian log
redprisitos para ¢l desarrollo del ELISA beterdlogo de enlace y posicidn, con &l
Winien recomocimieato antigénice, por parte del anticusrpo, del lugar de
eopjegacifn, con el consiguiente aumento ot la sensibilidad y con el wlimo
derivndn, mediante |8 disminucitn de la dilucidn cmpleada ¢n ¢l ensayo homélogo,
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sa sopslgeid tambidn sumentar ba sopsibifidad ( Hesoda er al., 19851

Bl madiodo de conjugraon uiilizado fue J mezela anhidra, eraryorizariaments
st por oy distintos sutores (véanse quadros resumen) para confugar dethidas
eereides 2 la peromidasa. Con ente mdiodo, se evita la eo-torgugacitn entre las
melbeulas de enzitna que se produce ol viliar o mitodo de b earbodiimida
(Sawet &1 al, 1992 b; Blake y Gonid, 1984) y s rendizalenso, que se itk alrededar
dol 207 (Kabakofl, 1980) s mda que suflciente. Adends, nl y comu wfialan Sauer
ot al. (1989), Ia eficiendia de los otres madtodos &s compugaciin (NHE v CDI) para
Ia peroxidasa e pobre.

Las relacionsa molares entercidefenminma Gue se haa pieade injelabrante,
ban nido en Wodos los casos de 201, con el fin do eomseguir M3 ooTporacin
swdar del detivado esteroide a la ermima alrededor da 1.1, que w2 sefals comw
mmgawa@mgwmmmmmdﬂénmmmm
(Van Weansen y Schunrs, 1975, Moaseyel y Ferrua, 1990 Mamro y Suabeefeldt,
$084: Marcus y Duenford, 1986; Sauer ot al, 1989 a}

mmwwnmmmmmmmwam
gel-fitracidn e Sephadex G-25. Este métedo &3 ol mds wiilimado para
Wﬁnmwmpmw'wwﬁm-mmm
mmmmwmmelumw«qmmmawwm
mymmﬂmwmmumﬁmMWmmm
y Euley, 1978) realizan ademis wea cromatagralia do afinidad parn elisninor la
mwmummﬁu@&meme&ﬁmmn(m. 1978),
%MNmmmmmmmW@dwhmy
gebfiracion eran seguidos de una whiracentrifugavitn di gracdiense :
mhqmm&mwwm&mﬁ@emamm
C%wrwm;mﬁm;mmwmﬁmﬂmmmmmmme
fase stiida, puesta que la Fraceidn de amrima Bo coajugeds se eilmima com U
simpls Yavado (Muare y 5%@0&% 1958, v asd wh sienpiifics sumumermente
procese de puritleacin,




La caracterizacién del conjugado se llevd a cabo siguiendo las pavias
marcadas por otros autores (véanse cuadros), determinindose los siguientes
pardmetros: incorporacién molar del esteroide a la enzima, determinacidn 4o la
actividad enzimatica después de la conjugacidn y practicabilidad de los conjugados
en ¢l ELISA de competicién o inmunorreactividad.

La incorporacién molar del estercide a la enzima se determing mediante €l
método de Habeeb (1966), modificado por Fields (1971), ante la imposibilidad de
realizar esia determinacidn por RIA y al ofrecer ¢l método las garantas suficienies
de ser un método correcto para conocer la incorporacién molar (Tijssen, 1985),
aparte de sex utilizado por un clevado ndmero de autores (véanse cuadros). Tas
incorporaciones molares de nuestros tres conjugados se encuentran refiejadas en el
capinalo de resultados y oscilaron entre 0,86-1,3:1, lo que como se comprobd
perfectamente les confirié la inmunorreactividad adecuada,

La dererminacién de l2 actividad enzimitica post-conjugacion se Lievd 3
cabo medianie el método de Joyee et al. (1977), modificado por Sauer et al, (1986),
dando comg resultado unos porcentajes de recuperacion que oscilaren entre ¢l 70-
90%%, porcentajes que se sitlan dentro del rango obtenido por otros avtores
utilzando métodos similares (Van de Wiel et al, 1982, 1986). Con la actividad
enzimitica recuperada queda asegurads la estabilidad de los conjugados, siempre
y cuando lag condiciones de conservacidn sean dptimas, durante un pericdo de
tiempa prolopgado.

La practicabilidad de! conjugado, en el ELISA de competicidn, es el Indice
de la inmunorreactividad que posee es¢ conjugade. No existe un criterio uniforme
entre. los disinios autores sobre esie punto y como se puede observar cn los
cuadras resumen, priclicamente cada uno utlliza una dilucidn distinta, siempre ¥
cusndo, al validar posteriormente el método, ésie cumpla las condiciones de
repetibilidad requeridas. Al igual que ¢n el caso de los anticuerpos, podemas decic
que ¢3te punie es delerminante para Ia puests a punto y validacion del méioda
ELISA que % esié desarrollando. Como sustrato de la enzima nosotros utilizamos
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H,0, y como cromdgene OPD; esta sustancia produce una coloracién que varfa dol
amarillo al paranja, pudiendo [ncluso realizar usa determinacion visual cuaditativa
de o resultados. Es esiable durante horas y produce uny rdpido desarrelio del
okt

Por dltimo, s¢ establecieron las condiciones bajo ks cuales se ia a2
desarrollaz ¢f emsayo. La adsorcion de los anticuerpos o los pocilios de la
picroplaca se llevé a cabo mediante su dilucién en agua purificada (pH » 7), 16
pesa 8 AT°C (Coll, 1988). La mayorfa de los autores realizan o5 adsorcidn com
sna solucién 1ampdn carbonato-bicarbonato de pH 96, 16 haras a 4°C (Vien do
Wiel et al, 1982, 1986; Munro y Stabenfeldr, 1984; Muaro y Lasley, 1988} Cires
stilizan sofuciones tampon de acetato de pH 4-5 (Sauer et al, 1982 Mavcus y
Duraford, 1986) por producir un aumento de la sensibilidad. Nosotros, despnds de
roalizat sumercsas prucbas preliminares, adoplamos &l mérodo de Coll (1988}, al
comprobar que se reduca significativamente el color insspuctfico de fundn, El
vekumen de anticuerpo que se adhirid a los pocillos fue de 300 ul, wtilisandn i,
ditucion que correspondiesa a 0.3-1 pg de protefaaf100 sb (Van-de Wiel et al,
1986). Con esta cantidad de proteina s consigue tapizar perfectamente la superiicie
é2 ks pocillos, aumentando la repetibilidad def andlisis. Algueos autires reaiian
va retapizado con una solucion de BSA (Saver el al, 1982; Vas de Wist.et ak,
1982, 1986; Marcus y Hackert, 1986); sin embargo, sosotros comprobanyis
pasa disminufa la repetibilidad de nuestra ensayp (tal y como apumaros: 63 B84
Blake y Gould), por Jo que lo eliminamod, sustituyéndolo por ka uiiliecibe:de-uoa:
sohscidn tampén fosfato 0,0IM com un O1% de BSA, en la reseidn de
competicitn, que impide la adsorcitn inespecifica del ennfisgado enzindinn -]
“huecos” que pudiesen haber quedado sia tapézar con L solucitn da antiensrpo, 60

tos pociflos.

L& reaccion de competicién 3o llevé 2 cabo. e dod hoyas: & oRa AEEPEFRET.
mm:sfyenMHaymewmwmaw
producen una notable disminucién de los valares de absorbancis (Zason EREL
Cnra posibilidad que s¢ intentd fue 1a sefalada por Marous y Hackest (1908} que
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realizan Ia reaceidn de competicién a 4°C con un aumento ¢n el rendimierto de la
misma. Nuestros resultados preliminares no concordaban con los de esios sutores,
por ko que optamos por la temperatura ya indicada,

El tiempo empleado en el tapizado de la placa con la solucién de las
muestras y el conjugado no superd, en ningin caso, los acho minutes, con Io que
las diferencias entre Jos valores de absorbancia de las filas Eo inicial y final 32
eacontraban dentro de los rangos apuntados como aceptables {Munro y Stabenfeldt,
1984; Marcus y Hackett, 1986; Van de Wiel et al, 1985 y Zarco, 1988); una
reduceidn muy grunde en estos valores de absorbancia hublese influtdo, de gran
manera, en la repetibilidad de la téenica,

La reaccibn enziméitica se desarrolld & temperatura ambiente y en oscuridad
durante una bora, y no precisd del cidsico frenado, debido a que ha Jectura se
realiz6 en wn lector automatico que completa, la lectura de todos los pocilios de
ks placs en 10 segundos, por lo que la variacién en o medida de absorbancia entre
el primer y dithino pocillo de la placa no es significaiva,

ET ltimo paso ¢n 12 puesta 2 punto de Ja téenica ELISA de competiciéa
para lat rres hormonas esteroides determinadas, fue fa validacidn de las éeniens,
03 diair, Iy adaptacién de la técnica de determinacion para 1a muestra que se iba
4 spalimr, plasma o liquido folicular. No existen unos criterios establecidos
imsratioualments para la validacion de estas 1éenicas de detarminacién hormonak
sis sthargo, como se puede comprobar en los cuadros resunsen, todos ellos siguen,
précticiments, los mismon

- Especificidad de Ja técnica de determinacidn, que como ya se ba sefialado
aateriurmente dependerd en gran medida de las caracterfsticas del anticuerpo, d¢
ik fra que sea capaz de discriminar ka hormona que se esté determinando, de
R que poedan eviar inclufdas en la muostra. La especificidad de las 1éenicas
Fansts & pamt estl reBejada en kos cuadros 1, 11y I11 de porcentajes de reacciones
chuedss Gt presentan loy antieverpos producidos en nuestro laboratorio,
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comprobimdnse que es103 porcentaies se encuentran dentro de log aponiades por
otres pulores (véanse cuadros).

« La precision y reproducibitidad de mueswas tienicas de andlizis bormanal,
sz determaind por el cdleulo de Jos coeficientes de variacidn intra ¢ lnder-eemayn,
Gue como s puede comprobar en los cuadros TV, Vy VI no superaron en mingen
caso ¢f 7%, lanto para las muestras de plwma cot de liquido folicular. La
exactitud O¢ las determinaciones en cada 1éenica se comprobd con la determinacidn
de los porcentajes de recuperacion de concentraciones conocidas de cada wna Je
tas hormonas, obteniendo en todos Jos casos una recuperaciin del 85 al 239, Tedo
ll, estd de acuerdo con los criterios aportacios par los distintos antores (Joyen ot
al, 197T; Rajkowski et o1, 1978; Sadeh et ab, 197%; Gros ot ol 1980 Joshi et al,
198); Munro y Stabenfeldt, 1984; Dhar et ab, 1988 Mareus y Durnford, 1948,
Meyer ¢t ak, 1950).

- Para ¢} eflculo de las concentraciones de ks tres hormanas en plasma y
Waaido folicular se trazaron las curves patrén o estindar enrrenponidinntes 4 cada
wna de olfas, 120 en plasma como en fquide folielar, para 1o que s¢ emplaasen
distintas diluciones conocidas de cada hotmona, segin el ifquido kubdiion qua 58
analics. Tampoco existe un criterio uniforme entre ks autires e et 2 el rango
gt debe cubrir cada téenica ELISA, pot lo que cada wao deberd adaptar 6 curvd
2 sus necesidades (véase cuadros resumen) Con ostad ewsvas pairée s pradda
deserminar la sensibilidad y ¢l Umite de deteccidn de cada tdenica. Conmo se pasde
somprobar en Jos resuttados (gréficas VILXV), la semsibibidad al 30% & weifa y
Jos Himites d¢ deleccion varfan en cada casen

Estradiol-178:

En plasma: cl&ﬁle«m«m”dtﬂéps/mykamm%m&
509 es de 0,8 pp/pocille (Grafes VI

En liquido folicular ol limite de detecridan o5 de 5,23 pg/poctle y 2
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Progesterona:

seasibilidad al 50% es de 93.62 pa/pocitly
(Grafica X).

el lfmite de deteccion es de 4.5 pp/pocilio y 1a
sensibilidad al 50% es de 195 pp/pocis
{Gréfica XIII).

En plasma: el limite de deteccion es de 3 pg/pacillo y la sepsibilidad st
50% ct de 59,82 pg/pocillo (Grifica VIII).

En louida falicd

Testosterona:

¢l limite de deteccidn es de 6 pg/pocillo y
sensibilidad al $0% es de 75 pg/pocillo (Grafiea
X1

el limite de detecrin ¢ de 5.9 pg/pocillo y s
sensibilidad al 5096 s de 22375 pg/pocills
(Cirdfica XIV).

Enplasme: el limite de deteccion e5 de 6,6 pg/pocillo y 1 sensibilidad al
50% es de 83,17 pg/pocillo {Grifica IX)

h ﬁﬂ Em‘ [m— ulm N

el ¥mite de deteccion ¢s de 6,1 pg/pocilloy la
sensibilidad al 50% es de 81,7 pg/pocie
(Grifica XIN),

¢l Mmite de deteccidn es de 5.9 pg/pocillo y i
sensibilidad al 50% es de 2237 pg/pocilio
(Grifica XV),



Todss elios ¢ encuentran dentro de los limites sefakados por bos distinn
amgres {vease cutdros resumen) par b gue pademes afirmar que tidas bas 1enicas
walidedas, son aplas para ls determinacidn de estas tres hormenal estargides, en
piasma y en Liguido folicutar bovino; pudidndoe detasrainar taanbiln las senseiune:
eruzadas que bos amticuerpos producidos, poseen frente 4 mires estaroides.
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Andlisis de iados obierid

Una vez estandarizadas las técnicas de andlisis hormonal se procedié al
estudio estadistico de la poblacién de hembras seleccionada.

En las tablas del anexo, estén reflejados los resultados individuales de todas
las hembras utilizadas en e] estudio, divididas en los grupos ya aludidos. Se ban
recogido los resultados de Yos andlisis de las tres hormonas esteroides (estradiol-
178, progesterona y testosterona) en sangre periférica y en los distintos tamafios
foliculares presentes en los ovarios de cada hembra, También estdn recogidos los
pardmetros oviricos {peso, longitud, anchura, n? de folfculos y volumen de cada
uno de elles), Con estos resultados individuales se realizo el estudio estadfstico con
ayuda del programa BMDP (Biomedical Data Program),

En Ja tabla 2 estdn reflefadas las medias (x E.S.M) de los pardmetros
hermanales y ovéricos, determinadas en la poblacién de hembras estudiada.

Las medias de las concentraciones sangufneas de progesterona, estradiol-178
¥ testosterona se encuentran dentro d¢ los valores fisiol6gicos aportados pof tos
distintos autores para los dias del ciclo estral en los que se ha desarrollade e
estudio (Stabenfeldt et al,, 1969; Hansel y Echternkamp, 1972; Wetteman et al,
1972; Schams et al,, 1977; Ireland et al, 1979; Wise et al, 1982; Hansel y Convey,
1983; Peters, 1985; Schallenberger et al., 1985; Dobson y Kamonpatana, 1986).
Como ya hemos sefialado anteriormente, las hembras se seleccionaron siguiendo,
fundamentaimente, ¢l criteric de Ireland et al. {1980) y como hemos podido
comprobar, el valor de progesterona $¢ corresponde con el apartada por estos
autores, de tal forma que las hembras se encontraban en el final de Ja fase TIT o en
la fase IV de su clasificacién (aproximadamente dias 17-20 del ciclo), por lo que la
eleccion de la poblacién de hembras, en conjunto, es totatmente vélida,

Tas medias totales de los pardmetros ovéricos (peso, jongiwud, anchura,
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mimero de foliculos y volumen de cada tamaio folicular), no pueden ser
comparadat con los de pingdn autor, ya que esthn inchuldas hembrag de distinias
edades y los autores consultadas o bien se limitan a bembras de una sofa edad, o
of incluyen varias edades, no determinan Jz media 1l de la poblacidn (Resce y
Tarrar, 1938; Asdel] et al., 1949; Rajakoski, 1960; Ahoule-Fadie et al, 1974 Ireland
ez al, 1979, Merz ¢t al, 1981; McNatty et al,, 1984; Dobaca y Kamonpatana, 1988).

Con las medidas de¢ las concentraciomes de las hormonas estercides
faliculares también sucede lo mismo que con Jo pardmetros eviricon, I distintes
astores separan por tamabo folicular y edad la delerminacidn de estas
concentraciones (lreland et al, 1979; Bellin e1 al, 1984; Bushmayer et al, 195;
Braden et al, 1986 Fortune et al., 1988), estando los valores de musstro estudio
dentro del amplio margen fislolégicn establecida por éstos.

En Ja tabla 3 estdn recogidas las medias (5 ES.M.) de todan los vartableg
eviricas analizadas, segdn ka situacion del ovario (dereche o iaspiardo). Cony elas
mhareal‘fwdounmtdediferemiademdimyeomwpamhdmwwm
vabores de las medias de kas concentraciones hormendles fislieglares 38k ow
significativamente diferentes (p< 0,05) en el cas dol estradiod- 175, que prossaea
valores mds elevadaos en ¢l ovario derecho, por lo quo ¢n Meeas generales 8 pusds
vomprobal que este ovario posee una funcionatidad seperior a ln del isguisrda, y
aaesselqmsevasdesanuﬂa:.enhmynﬂndelmmﬂﬂa%hmiam
(Brantmeier et 2, 1987; Pierson y Ginther, 1927 b).

En la tabla 4, se encuentran reflejadas fos medias (£ E.5M.) de bog vadoses
de las varisbles estadisticas amalizadas, en los dististos gropes asimales,
observindose diferencias en lodas Yes variables, por o Gue para exmprobar o dgsag
gran estadisticamente significativas (p<0.85) o ro (p 0451, se realind un wat de
diferencia de medias, cuyos resultadus se han recogido en ks tablay 515,

Ya hemos sedalacdo la influsncia que 1 edad puede sjprcer solwe I
%ﬂm&lmmmkquznmdzm@wwd@mmm
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de diferencias estadisticamente significativas que s¢ han obtenido entre nuestros
grapos. Asimismo, hemos sedalado que la procedencia de los animales podrta
influlr en bos resultados; nuestros resultados confirman esta suposicion, puesto que
cxisten también grandes diferencias significativas entre los grupos control y
problema, y entre |as hembras de la misma edad.

Las medias de los valores sangufneos de las (res hormonas esteroides se
encuestran en lodos los grupos, dentro del rango sealado por los distintos autores
para los dias del ciclo estral a los que corresponden (Ireland et al,, 1979; Hansel
y Convey, 1983; Schallenberger et al., 1985; Dobson y Kamonpatana, 1986; Marcus
y Durnfotd, 1986), excepio para los valores de estradiol-178 en los grupos problema
1y 4 (vacas y temeras impdberes), que son un poco elevados: grupo 1: 19,4320,9¢
pR/ml y grupo 4: 25,4514,14 pg/ml. El rango sefialado por los distintos autores en
esta faso del ciclo estral (dias 17-20), es bastante amplio (estradiol 17-8: 3,905 -
18212 pg/mk; progesterona: 71,8204 - 1.220,2 ng/ml; testosterona: 0,5£0,02 -
4,720,1 ng/ml), por lo que aunque las representaciones graficas del ciclo estral
sean wimilares (gréficas 1, 2, 3y 4), la diferencia entre los valores aportados por Jot
distintos autores es enorme y pensamos que puede ser debida a las distintas
técricas amaliticas empleadus, y de ahi la necesidad de validar nuestra técnics
ELISA de competicidn, para todos los dias del ciclo estral,

Los pardmetros ovdricos presentan asimismo grandes diferencias
significativay segiin 12 ¢dad, como era de esperar, existiendo dstas cntre los grupos
control y problema, en hémbras de Ja misma edad. Las diferencias menos acusadas
‘¢ hallan en ef volumen medio de los folfculos ovaricos, en los que ni la edad, o
la procedencia de los animales guarda relacién (tablas 5-15), ya que al ser ¢l
volumen medio de 10da la poblacion folicular, estdn en funcidn del mimero de
fnlirulos presentes en Jos ovarios. Estos valores medios tampoco se corresponden
cen los aportados por olros autores {(Reece y Turner, 1938; Asdell e1 al, 194%;
Ragajosks, 1960 Ireland et al, 1979; Merz et ab., 1981; Nenatty et al., 1984; Debson
¥ Kamampatana, 1986), siendo en nuestro caso ligeramente superiores en cuanio at
pesa ¥ wedidas cedricas, sunque 3o puede ser debido a la raza de las hembras
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seitiradas en auestro estudio. E ndmero total de foliculon, sin embargo, o5 infurior
a) aporiado por los autores anteriormente mencionados y guizds pasda estar
relacionado con el pequesio ndimero de animales empleado por los mismes (810

suimales).

Las medias de las concentraciones de lis bormanas fobiculares, son gy
varizhles entre grupos, en el caso de Ia progesterona y testosterona, ¢ ol ease dal
exradiol-178 solo existen diferenciss estadfiticamente significativan ea ol ezso dol
grupa problema 1 4 (terneras impiberes) que las presenta com tados lon grupes.
Estas diferencias entre grupos estdn relacionadas con o ndmaro de foliasiod da
distintos amados que podeen oniay hembrag puesto que, on cada tamado ftioular,
la bivsintesis esteroide es distinta. Las hembras del grupo problems ot 4 wsilo
presentan un tamafo folicular (pequedos), par lo que es Yogico gue sus valores
medios de concentracién hormonal sean distintos a los det resto de lva grapes,
sobre todo en o que se refiere al estradiol-178.

En Ja tabla 16, se reflejan las mediaz (2 BESM) de rodag las varlables
suakizadas segin Jos distintos tamados foliculares. El hecho maa resetiable es que
segin predomine ua tipo de tamaho folicular sio se reflejn en Yag eonenorractonss
plasmdticas de progesierona y estradiol-178. En el cano de fos Foliculo pequedos
{T1, T2 y T3) las concentraciones plasmiticas de progesterana son mAv elevasdss
gue en ¢l resto de los tamabos de ouwestra chasifieacidn, misntras gue las de
estradiol- 178 son menores. Con respecto 2 lo que eoure eon Eas concentracionss
folieulates de las hormonas esteroldes, en Jos folleulon peouedon o exbue. woa
diferencia tan marcada como on las plasmdticas, dsto 50 debe 3 que oo entyy
madias esttn incluidos todos Jos fotfewnlon, sin hacer distingidn de o son sirésln
o ro (conociéndose 1a influencia que la atresia ejeroe sobre Tay gupgensn ;
fisbiculares do laa citadas bormonas) (Moor et al, 1974 M&ayh&ﬁ%

Bushmeyet et al, 1985},

A medida que va aumentandoe of tamato tolicular (T4, TSy T5) s m
comprobar que las concentracionss plasmiticas de progesterona van dlaminuyends

i
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y las de estradiol- 178 aumentande, lo que significa que los acontecimientos que s
producen en ¢l foliculo se van reflejando 4 nivel sanguineo y ademds, coinciden con
la fase del ciclo estral en {2 que s¢ ha realizado este estudio.

En los foliculos medianos (T4), las concentraciones {oliculares de estas dos
hormonas comienzan a diferenciarse observindose una ligera disminucidn de la
progesterona y elevacion del estradiol-170. En Jos foliculos grandes (T5 y T6) ya
apareccn diferencias més marcadas: en los folfcutos T5, la progesterona disminuye
y ¢l estradiol 178 aumenta hasta alcanzar los niveles miximos, mientras que en os
foliculos Té sucede lo contrario. Esto concuerda perfectamnete con la
predominancia en ¢k liquido folicular de un esteroide sobre el resto, acompafiado
d¢ que, como veremos mas adelante, en estos tamafos ya existe uma clara
diferencincion entre foliculos atrésicos o no atrésicos (Ereland et al, 1979;
Henderson et al, 1982; Dieleman et al,, 1983; Ireland y Roche, 1983; Fortune y
Hansel, 1985; Spicer y Zinn, 1987},

Respecto a las concentraciones plasmaticas de testosierona, no podemos
afirmar que oxista una clara influencia del ciclo estral sobre las mismas. No ocurre
lo mismo a nivel folicular donde tas concentraciones van disminuyendo 1 medida
que auments ¢l tamaio det foliculo, ésto concuerda con los trabajos de Kruip v
Dieleman (1985), que afirman que los follculos de tamado pequedo (T1, T2 y T3)
son ricos en testosterona (Labla o® 16), ya que és51a no puede aromatizarse pura
poder sintetizar estradiol-178. A medida que ¢l tamado folicular aumenta, Ja
esteroidogénesis cambia y la testosterona puede aromatizarse en estradiol-178, por
k» que Ias concentraciones foliculares de testosterona disminuyen (folfeulos T4, TS
¥ T6).

En el caso de los parimeiros oviricos (peso, longitud, anchura, admero de
foliculos y volumen de Jos mismos) como es logico ¥ dependiendo del ndmero de
Eaifoelos de cada tamaito que estén presentes en e ovario (Greenwald y Terranova,
1987, Wise, 1987 Forwne et al, 1988; Gimher et al, 1989 2; Roche y Boland,
1S8T), Fas meedias de estos pardmetros van a ser diferentes {(1abla 16). Como es, por
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g;gm;ak:.elmoéelmkrﬁmh&ﬁ.quemntuﬂm&m@u@ad@!ﬂmmemm
gmnvmmndetsqumfo&mimtﬁ.ﬂa2,€>.3aﬂl,mhaaqmmmnﬂiamm
inflysncia sobre los otros tres pardmatros aviiricn,

Una vez catudiadas las medias dz las distintan variablies, ol sigubents pass fue
&) estudiar Jas correlaciones gemerales eximenied emire wxda bas variables
apalizadas, que 3¢ encusniras reflejadas en la tabla 17. Carno se pusde comprobar,
Jos pardmetios bormonales sanguineos y foliculares 36 encuentran eorselationados
entro 1, existiendo escasas correlaciones com los pardmetros ovdrices, pov lo que
510 8¢ incluyeron posieriormaents ¢n ¢l estudio.

mmmeMmmcmmmmm
sanguineos y foliculares, y entrs las tres hormonan emsrgides, Kmitdedore 2
mﬂwmhwodmwummmmammmmxmo(mkmémmlm
Lretand y Rochs, 198); Schallenberger et al, 1984; Kruip y Dicloman, 1985, Wise,
lW),ore.alixandodmmanmmmmmwﬂnwmrmmmr
{(gastacion, perfedo post-parto, lactacida), o rakacinmands by difsromcias existentes
mmlnprewmiaoamwiadelm‘poiﬂmmlﬁ)wﬁkﬂ.mmasim-dtsm
resuliados coa Jos nuestros gs iy dified de realizar (Pismon v Ciisther, 1986,
(}mrkmai..l%&Spmualeu.mmmmmma&u $987; Sgicar y Lion,
1987: Braden ¢ al, 1989).

Ha looas generales, pademos decir que la progasierona sanguings
correlacionada negativaments (- 9995) con el estradioh- 170 y positivamente m%)
oom Ia iestosterona. El estradiol- 178, A xu vez, presenta la reitma comelacion (99%)
mhm«mrmpmmmgwwquemmmécemmum
elevacidn, la otra bormona tambidn Ja experimenta. Estn 3¢ eoxvesponde ua la
ﬂm&ldmmmwwenmmmuwmmwmmmlw
mhmmmmdammmmydmaﬁo&»wﬁwmmﬁemmmm
basales, los primercs diat, para aumentis postgricrmante, R opew 3 la
mmemmwmnﬂyd&mﬁmyes&mgmwummmmﬁmmmm
hormonas.



En lo que respecta a las hormonas analizadas en ¢l liguido folicular, Ia
progesierona estd correlacionada positivamente con Jas tres hormonas sanguineas,
aungue esta correlacidn es més débil con la testosterona (90%). El estradiol.178
no se. commelaciona con la progesterona sanguinea, pero sf lo estd y fuertemema con
el estradiol-170 y con la 1estosterona, este comportamiento refieja la sintesis de
estradiol178 que tiene ugar durante esta fase det ciclo estral en los folicylos
antrales oviricos (Ireland et al, 1979). La testosterona folicular sdly esid
correlacionada con el estradiol-178 sanguineo (909), lo que puede deberse g que
esta harmona es un precursor del estradiol-170 en la biosintesis esteroide que tiene
lugar «n los foliculos (Hansel y Convey, 1983),

Como dalo curioso, sehalar que el ndmero de foliculos presentes en el
ovario estd correlacionado negatdvamente con las concentraciones foliculares de
estradiol- 178 (-95%) y positivamente con la testosterona (99%), lo que puede
deberse al gran mimero de follculos de pequeno tamafo presentes en el ovario y
en los que, 1l y como sedalan Krulp y Dieleman (1985), 1a testosterona es el
eserpide predominante.

El volumen de Hquido folicular también presenta correlaciones con las
hormamas foliculares: positiva con progesterona (%%} y estradicl-178 {99%) y
Regativa con 1a testosteronn (-955€), o que también estd relacionado con 1a sfptesis
d¢ estradiok 178 que tiene lugar en esta fase del cidlo,

Las hormonas foliculares no presentan ningiin tipo de correlacidn general
entre SL, quizds ¢sto se deba a Iz influencia que el grupa animal, tamaio folicular
¥ a del ciclo estral poseen sobre cllas,

Una vez analizadas Jas correlaciones generales entre hormonas sanguineas
y foliculares, s& pasd a realizar el estudio de correlacién segin el grupo animal y
segin ¢l tamado de foliculo.

Las correlaciones entre hormonas sanguineas y foliculares determinadas en
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s Gistinuy grpos de amimales, se encuenrran refigjudas en 1a rablas 3524 Comn
g pueds ebservar, Iad comrelacionas son wtalmente distiztg en bas grugus enmpn
y probieema: en km grupos contol mo exists singin tipe de ourelewitn esire
bartomas sasguitcas y folculares, mismras gue e b grupos probiama, of etinan
cemrelacioned, aunqua &tal van eambiatdn dependizadn dv ko edad & oy
avgmales, Ea ¢f grupo problems | (vacas) sparecs wan fupre exersiasidn posica
(49%5) entre Ja progesterona folicular y lag tres bormonss sanguiseas (Pragesan,
Estrasan y Testosan), 8sto puede sor debido a la dindmica folioular gua tene kegar
on eua fase del ciclo estral en s ovarios de Yus hambras de este grupo, oo bos ous
preduminan los foliolos pequefios (anexo), en b gue los concmnirasiones do
progesterona y andrdgenos son dominantes sobee tas do eatradiol 178, 1 gut st v
a refiejat en el comporiamiento de las hormonas a mivel sangubnen (frebamd y
Roche, 1993; Kruip y Dislewan, 1985; lreland y Rechs, 1587 a). Existe vambidn v
fugre correlacidn positiva (999%) entre of estradind-1 78 fabimadar y of emresSiob 13
y ia testosterans sanguineas; eomy on ol case amberivr o8 wa fal reflein de B gue
acosiece a nbvel cvirieo, pusito e s enid desarrdilandyy o Enbiruln dumminan
preovalatorio, muy rieo en eatradial 178 ¥ ren He del anoremce o lus
qonoemraciones sangalneas de esta hormaona gue 1 prduona o0 euth fase del wiate
eatral {lreland y Rocke, 1987 a) No end way divr b infuoasia gus eame o
eatrackol- | 78 fotieniar sobre bas conetntrasiones &8 wstisterona plasmlvia, aunme
8 oumoce que las concontraciones de andrdgenas asmentan exande comsionna la
tepraetn dol cuerpo 1G1e0 (Wite ot al., 1882} por otro Tasdo, se b sedaleds que
el estradiol-178 folicular poses efecto hneciftize ¥ gue os andndy
mﬁrgscammmél(FmﬁietaL.IM)wﬁ:mwe&w@wﬁmmmm
elpvactin de luy congeniraciones planmdtions e tagtusiorans,

La ¢orrelacidn sotre la testosteroms folindar y of earradbel- 178 songoibuse
muy B4 (9090, 1o gue podefa deberse a yne oata hosasen, of un provetuer d2 I
simtesis de estradiol- 178, en los folioulos ovdrions (Hansed ¥ Conwey, B98N

En las Tablas 22.23, s¢ han reeogida las eorvelaciones que prestoms b
grupos problema 1y 3 (rovillas), estas beanhros presswian kas neirnas eorrelacinges




s6lo en dos de las tres hormonas foliculares (estradiol-178 y testosterona): 1a
progesterona folicular no poasee ningin tipo de correlacidn con las hormonas
sanguineas, Jo que puede ser debido a que a pesar de que la poblacién folicular es
similar 2 1a del grupo P1, el ndmero de folfculos de pequefio tamasio es menor, por
Io que et foliculo dominante, rico en estradiol-178, ejerce una influencia mayor
sobre el 1esto de los foliculos, impidiendo que el efecto de sus concentraciones
{oliculares se refleje a nivel sanguineo.

Bt estradiol-178 posee correlaciones con las tres hormonas sangulneas (80
a 99%6): negativa con 1a progesterona y positiva con estradiol-178 y testosterona,
Como ¢n ¢} caso anterior, s¢ puede comprobar que estas correlaciones se ajustan
perfectamente 2 Jos acontecimientos que suceden en esta fase del ciclo estral a
ambos nivetes (Ireland et al., 1979; Hansel y Convey, 1983), siendo en este caso
mis marcado el efecto hateolitico del estradiol-178 (correlacién negativa con fa
progesterona sangulnea: -95%). La explicacién, en ¢l caso de la testosterona, es
similar 2 Ia apuntada para el grupo anterior (grupo problema 1). La testosterona
folicular presenta ¢l mismo patrén de comportamiento que el estradiol-178; Ja
explicacion de este fendmeno puede estar relacionada con una dominancia de
testosterona en los foliculos oviricos de pequeiio tamafio, presentes en los ovarios
de estas bembras (Kruip y Dieleman, 1985), que podrla estar inversamente
relscionada con las concentraciones de progesterona en este tamafo folicular y
ademds, colabora en la funcién del estradiol-178 aumentando su efecto luteolftico.

Por tltimo, en ¢! grupo problema n? 4 (terneras), s¢ observan escasas
correlaciones entre bormonas sanguneas y foliculares. En este caso, al tratarse de
hembras impdberes, el ciclo estral no ejerce ningin tipe de influencia sobre las
coucentraciones hormonales, tanto plasmaticas como foliculares (Gonzélez-Padilia
et al, 1975; Schams et al, 1981). Como se¢ puede comprobar en la tabla 4, jas
concentraciones sangufneas de las tres hormonas, son elevadas en este grupa, de ahf
que ¥a carrelacidn entre ellas sea positiva. Ademds, «n este caso o mis destacable
31 correlacién negativa (-95%) existente entre las concentraciones de lestosierona
folicular y sanguinea, probablemente debida a una sccrecion continua de
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westosietona desde el foliculo a sangre periférica, ya que como s¢ puede comprobar
el table 4 Ins concentraciones sangufneas de testosterona en este grupe son muy
chevadas y a poblacién folicular estd compuesta pot foliculos pequefios (T1y T3)
gut S0 tioos en las tres bormonas (Kruip y Dieleman, 1985; Gore-Langion y
Anzstrong, 1988} y, también, Ia esteroidogénesis folicular, en estas hembras, puede
1o seguir las mismas vias que en las bembras piberes.

torcer caso analizado ha sido la determinacidn de lag correlacionss
axistentes entre las hormonas sanguineas y foliculares segdn el tamata del folfeulo.
Ent este caso, las correlaciones se han determinado teniendo en cuenta Ja biosintesls
esieroide que Henen Jugar en cada tamado folicular (tabla 25).

Al realizar ¢l andlisls estadistico planteando el caso de qus sdélo existiesen
en ¢l ovario folfculos de un tamafio conereto, s¢ han obtenido los siguienies
resultados, En los foliculos T2 (2-5 mm) y T3 (0-5 mm}, la progesterona plasmérica
presenta correlacion diresta (90 y 989%) con la folicular, &si0 puede sar debido al
porcentaje de foliculos atrésicos que existen on la poblacidn folieular (tablag 26 y
283, los tuales 500 ricos en progesterona, El mismo comportamionto In presentan
lea folfculos T4 (510 mm), porque en este tamalio foliculas s¢ observa ua gran
potcentaje de folfculos atrésicos (tablas 26 y 28).

En los tamafios T2, T3 y T6 (>20 mm), s¢ obsetvan correlaciones directas
(95-995E) con el estradiol-178 folicular. Existe una gran coniroversia eatre los
sutores para la explicacién de aste fondmens, nosotros (reemos que esiay
cotrelaciones se encuentran asimismo relacionadas con fos fendmencs de atresia
qut 3¢ producen en estos tamados foliculares. El 10098 de fos faifoulos T6 de
bugstro estudio son atrésions, y por esta razdn presentan uzm oosficitnge de
correlacidn de G99 (p<0,001}, y, coma se pusde camprabar e by tably 14 ks
canceniraciones de ambas hormanas son muy bajas.

Por ltimo, la progesterona sanguinea tiene una correlacidn del 9% eoa la
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testosterona folicular en el caso de los folfculos TS (10-20 mm) y como vemos en
1a tabla 16, en este 1amafio folicular s¢ observa wna disminucién en las
concentraciones de ambas hormonas,

Al analizar los folfculos pequenios (T1, T2 y T3), ¢ estradiol-178 plasmitico
{tabla 25) presenta correfaciones con su homénimo folicular y con la testosterona
folicular (99 y 959, respectivamente); los follculos T3 presentan ademds
correlacion positiva (99%) con la progesterona folicular. La explicacién a estos
fenémenos puede ser debida, como ya hemos sefialado anteriormente, a la
esieroidogénesis que tiene lugar en estos tamafios foliculares y dependiendo de sd
estos folfculos estin en crecimiento {en ellos, Ia testosterona se encuentra en
concentraciones elevadas, ya que s ¢! sustrato para la s(ntesis de estradiol-178, en
esta especie) o han entrado en el proceso de atresin (la progesierona esid en
concentraciones elevadas, debido a l2 pérdida de la capacidad de aromatizacidn de
Ia testosterona en estradiol-178). En los foliculos T1 y T2, ¢l porcentaje de no
atréslcos es superior al de atrésicos (tablas 26 y 28), por lo que es logico que posea
correlacién directa con el estradiol-178 y con la testosterona, En el caso de los
foticulos T3 estdn at 5050 y las concentraciones de Jas tres hormonas foliculares son
elevadas por lo que no s¢ puede asegurar cual de los dos tipos estd marcando la
pauta sobre las concentracones plasmaticas del estradiol-178, de ahf que presente
correlaciones positivas con las tres hormaonas foliculares.

En los folfculos T4, los procesos de biosintesis esteroide dependen de los
mismos factores que en los casos anterfores, sin embargo; ésto no estd claramente
refiejado a nivel plasmdtico, ya que existen correlaciones con la progesterona ¥
testosterona foliculares y no con el estradiol-178, estas correlaciones podrian ser el
resultado de la influencla que el folfculo dominante ejerce sobre la poblacion de
foliculos de este 1amado (Ireland et al, 1983; Ireland, 1987 2, b).

Sobre fos foliculos TS sf existe una ¢lara influencia de la fase del ciclo estral
en l2 que se haya realizado ¢l estudio. De ¢ste tamaio folicular va a surgir ¢l

folfculo dominante y ovulatorio, en el cual se va a simtetizar estradiol-178 en
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grandes cantidades. Como podemos cbservar, existe una correlacién negativa

{~ ¥9%) con las concentraciones de progesterona en liquide folicular y correlagiones
positivas (99 'y 0(19%) con las restantes hormonas foliculares. Estas correlacionss son
un fie] reficjo de la funcionalidad del foliculo dominante en esta fase del ciclo estral

(Wize et al, 1987).

Por dltimo, la testosterona piasmatica presenta correlacidn directa {799%)
¢on la progesterona foticular en los tamafos T3 y T4, que puede estar relacionada
con ¢l erecimienio folicular, tal y como s¢halan Wise et al. (1987), si bien, no
epcoentran ninguna explicacion a este fendmeno.

Exn jos tamatios T2, T3 y T5 esta hormona preseata carrelacidn directa con
¢l estradiol-178 folicular, lo que estd relacionado, como ¢n ¢l ¢aso de Ja hormona
anterior, con fa esteroidogénesis que se produce em esios tamahos foliculares.

§alo existe correlacidn con la testosterona del Hquido folicular en los
folieulos T4. Como se puede observar, ¢n estos foliculos sa producen las mismas
comrelaciones que en cl easo del esisadiol-178 sanguineo, por lo que quizds Ia
explicacion aportada anteriormente, sirve también para esta ocasidn

Uno de los capitulos que todavia permanece oscuro, dentro de la fisiologla
de la foliculogénesis bovina, s la atresia folicular. AGn B0 3¢ conocen los
mecanismos reguladores o inhibidores que determinan que dantro del grupo de Ios
folielos antrales en crecimiento que exisien en el ovario de esta especie, sblo uno
(en aigunas ocasiones dos) se desarrolle en su towatidad y Hegue a romperse,
mientras que los folfculos restantes entren en ¢l proceso de airesia (Greemwald y
Terranove, 1987). En el andlisis de las correlaciones heros sedalado fas grandes
diferencias existentes entre los grupos de animales y los ramafios foliculares y
hemos pensado, que este factor puede ejercer una influcncia decisiva sobre ¢itas,
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por lo que lo bemos inclufdo en el estudio.

Exsten tres tpos de dlasificacién de la atresia folicular: morfolsgice
(Rajakoski, 1960; Moor et al., 1978), endocrino (Ireland y Roche, 1982, 1983) yuna
mezcla de ambos (Kruip y Dieleman, 1982, 1985; McNatty et al, 1984), De emre
ellos, hemos elegido el criterio endocrino propuesto por Kruip y Dicleman (1985)
para estizdiar la atresia de la poblacién folicular presente en cada grupo animal o
en cada tamafio folicular, de nuestro estudio, puesto que estd daro que I
predominancia d¢ uno u otro esteroide en el quido folicular de Jos folfculos
oviricos antrales estd [ntimamente rtelacionada con los fenbmenos de atresia,
aunque la relacién entre la aparicién de los signos morfolégicos y endocrinos de
la stresia todavis no esté muy clara (Centola, 1983), De ahf 1z necesidad de
estandarizar la técnica de dererminacién hormonal para el quido folicular,

Kruip y Dieleman, proponen tres tipos de atresia segin las relaciones entre
los tres tipos de bormonas foliculares (Progesterona, Estradiol-178 y Testosterona):
Atresia tipo 1: FE2-178/P4; Atresia tipo 2: E2-178/T y Atresia tipo 3: E2-178/P4+ T.
Para que un foliculo se pueda clasificar como no atrésico estas relaciones tienen
que ser mayores que 1. Wise (1987) invierte estas relaciones, debido a que
encuentra mds significativo relacionar la predominancia de andrégenos y
progestdgencs con los estrdgenos. El resultado final es ¢l mismo ¥ a nosotros nos
parecid més correcta la primera clasificacién.

Una vez establecidos los criterios para la determinacién de la atresia se
procedid a determinar log porcentajes de folfculos atrésicos y no atrésicos en cada
1amafo folicular, ¢n los distintos grupos animales y segiin la situacién del ovario.
Estos resultados s¢ encuentran reflejados en las tablas 26 a 31,

En las wablas 26, 27 y 28 estdn indicados los porcentajes de folfculos
atrésicos ¥ 1o atrdsicos en cada tipo de atresia y segiin ¢l tamafio de foliculo. Con
oilo s¢ han intentado establecer las diferencias en el nimero de foliculos de una
y otra clase, con ¢ fin de determinar codl es ¢) tipo de atresia adecuada & cada
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wmado folicular.

Una vez comparados los porcentsjes obtenidos, en cada lipo de atresia, 8¢
elimind ¢l tipo 2 por no reflejar ninguno de los procesos de esteroidogdnesis que
s¢ producen en el desarrolio o crecimiento folicular, y que viene determinads en
los distintos tamafos foliculares por las concentraciones de la bormonas estercides
analizadas.

En los foliculos pequefios (T1, T2y T3), las corcentracionss de iestosterona
son mas elevadas que en el resto de los tamanos foliculares (tabla 18) y las de kas
dos hormonas restantes también son altas. Todas los autores colnciden ea qua los
foliculos pequenos en cracimiento $on ricos en tastosterona y, al ewmplear come
criterio de atresia los tipos 2 y 3, ¢l nimero de foliculos atrdsicos se incremanta
artificialmente, por lo que emendemos que o criterio emdocrind s adecoade
para este tamafo folicular seria of de atresia tipo L E2174/P4, que reflejasfa Is
total gbolicion de la funcion esteroidogénica de lns odbulas de la granuloss,
mientras que atin se mantiens en aiguna medida ka de las céhulas da Ja secn intorna,
qué son las witimas en degenerar en ¢l proceso de awesia (Moor et al, 1978; Wise,
1987). En la tabla 26 s& obsetva ¢dmo ¢n este amado folieubar (T, T2 y TI)
esisten diferencias ¢ntre s tamados de puestra chasificacion, puesty gue ol
porcentaje de foliculos no atrésicos es superior al de atrésicos on los folioudos 1
y T2 o igual en los folfculos T3,

En los folfculos grandes (T5), nos inclinamos per la clasificasion de atresia
tipo 3: E2-178/P4 + T, pot comsiderar que en estos foliculos y en la fase del ciddo
estral [fase de crecimiento y diferenciacion del foliculo dominante precvalatorio
(Ireland y Roche, 1987)), la esteroidogénesis s¢ decanta bacia uma gran produecitn
de estradiol-178, por lo que la mpaticién de comcentracianes elevadas de
progesterona y/o androgenos en el Hquide folimular marcarfan el iricie & ks
procesos de atresia por la pérdida en la capacidad do sfavesit de emradioh 170
{Ireland y Roche, 1982). Ademds, comparando log criterios maorfeligicos y
endocninos de atresia, aportados por algunos autores (Kruip y Diclemsn, 1982,
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1985; McNatty et al,, 1984), en los que clasifican los folfculos en: no atrésicos,
ligeramente atrésicos y atrésicos, pensamos que el criterio de atresia tipo 3 engloba
estos 2 tipos de folfeulos atrésicos, aunque, si no fuese posible caleular 1a atresia
tipo 3, ¢s totalmente factible utilizar la atresia tipo 1. al no existir grandes
diferencias entre ambos tipos de criterios (tablas 26 y 28).

En ¢! caso de los folfeulos medianos (T4} nos inclinamos por el anterior
¢riterio {tipo 3), debido 2 que estos folfculos forman parte del grupo o cohorte de
foliculos que acompatan al folfculo o folfculos grandes dominantes (Fortune et al,
1988; Savio et al, 1988; Ginther et al, 1989 a), y es sobre los que &stos ejercen
principalments su dominancia, de ahl que, como s¢ ve en ta tabla 28, exista un
porcentaje ligeramente superior de folfculos atrésicos,

Los folfeulos T6 (20 mm), clasificados como quisticos en esta especie
(Fortune y Hansel, 1985), presentan ¢l 1009 de atresia en cualquiera de los dos
criterios de atresia elegidos, por lo que en este 1amafo folicular ambos serfan
vilidos.

La distribucién de estos porcentajes, en los distintos grupos de animales, &
diferente y estd refacionada con {a edad de los mismos. Se¢ puede observar que no
existen grandes diferencias entre grupos control y problema: en las vacas (grupos
C1 y P1) ¢l porcentnje de foliculos no atrésicos es inferior al de atrésicos,
utilizando los criterios endocrinos sefalados.

En los grupos de novillas (grupos C2, P2 y P3), la poblacién folicular es
Hgeramente distinta, por lo que la distribucion de los porcentajes varfa de unos
grupos 2 otros (tablas 29 y 30). En este caso sf que influye el criterio de atresia
elegido, puesto que como podemos comprobar en las citadas tablas, en ¢] caso de
ia atresin tipo 1, el porcentaje se inclina hacia una mayorfa de los foliculos no
alrésicos, mientras que en el tipo 2, es justo al contrario, Creemos que debidoa la
fase del ticlo an la que se ha realizado ¢l estudio (fase folicular), el criterio de
atresia tipo 1 &3 el mfs adecnado para las hembras de esta edad.
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Las hembras impiberes (grupo P4) no estén sujatas a la influencia dal giclo
estral y debido a 1a poblacién folicular que presentan en sus ovarion {T1y T3, ricos
en tesiosterona), ¢l criterio de atresia adecuado serfa ol tipo 1 (tablas 29 y M)

En la tabla 31 sz encuentran recogidas los porcentajes de (olfaulos atrésions
v po atrésicos considerando cadu tipu de atresia y agrupdndolos por sitsaaitn del
evario. Como se puede comprobar existen grandes diferenciag dependiends el vpn
ds aresia; en Jos tipos 1 y 2 los folfoulos no awésicon predominan sobre ki
atrésicos y Ja funcionalidad del ovario derecho ¢ superior a la del dequierdn, ol
existir un porcentsje menor de folieulos atrésicos on este craria. Sia ensbargn, ea
1a atresia tipo 3, se invianen, tanio la predominancia de b folteulos eo amésion
sobre ks atrésicos, como la funcionalidad de ks owrics, predominandn el
{zquierdo sobre ¢l derecho. En este cas, pensamos gue ¢l oritarn da slacciln o8
el tipo 1, puesto que como ya sefalamos en la tabla 2, las concensracianes di
cstradiol-178, determinadas en todos los ovarios derechen, son superiates & las del
isquierda, signo de upa mayor funcionalbidad en exte ladn.

El fltimo paso de nuestro estuddio consistid en trazar las Tectas de regresiia
entre Jas concentraciones sapguineas y foliculares de kg tres bormonas entsraides
(estradiol-17B, progesterona y testosterona). Bn ol edlento se inchiyeron ik ben
grupos de animales anglizados y todas los tamados fokiculares. Estas revtis 52
trazaron con e fin de comprobar si los acontecimienios gue se pricusea 4 reel
folicular te reflejan a nivel sanguineo y viceversa, es dachr, qua mediants I
Jetermisiacion de las concentraciones plasméticas de lag hormonas maneionadss y
mediante una formula matemitica, se pueden ealcular ks condentractones Wiaies
de las mismas en 10dos los foliculos del ovarie, ko que puede sar und manera &8
expresar la funcionalidad ovirica d¢ una hembra,

Las rectas de regresion esidn representadas on lag graflces XVEXXIV, en
este capltulo vamos a refiejor las formulas do extas rectus de regresid



ESTRADIOL-17:

3)
Y = 69,382 + 2,058X
p< 0,001
b)
p< 0,01
<)
Y = 28999 + 0,43228X
p< 0,001
PROGESTERONA:
1)
Y = 85, 761 + 9,6236X
p< 0,001
b)

Y = 127,58 + 10,734X
p< 0,001
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Y = 33,659 + 1,5127X
p < 001

p< 0001

b)

)

Y = 35992 + 0.72760X
p = 0347

Como se puede comprobar en las formulas, 1odas las rechas de regresiin son
estadisticamente significativas excepto la regresitn de I testoslerond sanguinea
sobea la testosterona Folicular, por lo que s podifa aflrmmar que, en poneral 4
posible predecir las concentraciones plasmaticas o foliculares de estadiok 178,
progesterons y testosterona de hembras de ganade vacuns, de todad las sdnden,
mediante la apiicacién de esias formulas matembticas, en lon dias del eiche estrad
en Jos que se ha llevado 8 cabo este estudio.
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CONCLUSIONES



Una vez analizados los resultados obtenidos en puestro estadio podesnas
sacar de ellos 1as siguientes conclusiones:

1¥ CONCLUSION: S¢ ha demostrado que 1 1écetea ELISA d2 comperieitn
en microplaca, puesta a punto y validada por moactros, reuss i
caraclerfsticas apropiadas en cuanto 3 especificidad, semibilidad y
repetibilidad, para la determinacidn de las concentraciones plasesdticas da
las hormonas esteroides, estradiol-178, progesteroma v tostomterema ¢
plasma bovino.

20 CONCLUSION: Se ha desarrcllade y validado Ja tbening EUSA &
competicién directs y en microplaca, para la determioaadn de lw
concentraciones de las tres hormonas esteroides anten citadas, en Houide
folicular bovino, con unos resultadas comparables 4 ha baliadis oon wtres
14caicas analiticas de determinacidn hormonal.

3% CONCLUSION: La téenica ELISA FIS, desarrallada por neagires, 68
sencilla, répida, repetible y faciimente ejecutable, In qua b Bace hidmea
para la evaluacion del titulo de anticusrpos policlonales prosducisdas frante
2 hormonas ¢steroides.

41 CONCLUSION: Se ba comprobado que Ia edud, k fae dei dinha estral
y ¢l tamaso foliculat, ¢jerce en la vaca uny influencia deciibvn sebre lss
concentraciones plasmaticas y foliculares d¢ las tres hormonns esterpides
analizadat, 10 que se ba comprobado con ¢l andkisis e los emralacione
encontradas,

§ CONCLUSION: La utilizacidn de wn criterio emduction de ehanifiesaidn
de 1a atresia folicular en la vaca, & totalments vilida, siempre ¥ owandis s¢
tenga en cuenta la fase del cicko estral, el tamade de febiods y o pateroids
falicular predominante ¢n cada caso.
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& CONCLUSION: Es pusibie determinar la funcionahdad ovidrica en esia
especie mediante los acontetumienios que tiehen lugar a nivel sanguineo, tal
y como s¢ demuestra en el estudio de la regresion realizada emre

conoentraciones sanguineas y foliculares de las tres bormonas analizadas,

CONCLUSION FINAL; Podemos concluir diciendo que la téenica ELISA
de competicion es vilida para la determinacidn de hormonas esieroides
sanguineas y foliculares en ganado vacuno. Las correlaciones encontradas
enure los acomecimientos sanguineos y foliculares, reflejan la influencia
decisiva que sobre ellas ejercen Ia fase del ciclo estral, 1a edad y el tamato
folicular.
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