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_RESUMEN




NAVARRO GOMZALEZ HECTOR ALEJANDRO. Efecto del tiempo y la -
temperatura en que permanecen las muestras de sangre caprina
antes de la centrifugacion, sobre los niveles de progesterona
detectable en plasma. (Bajo la direccién de: Luis Zarco -
Quintero y Andrés Ducoing Watty).

En la investigacion sobre aspectos reproductivos de la -
es de gran utilidad la cuantificaci6n de los niveles

hembra,
de progesterona como una herramienta para explicar Tos

fendmenos reproductivos. Es importante determinar si el
tiempo transcurrido entre la toma de una muestra sanguinea
de cabra y su centrifugacién, asi como la temperatura a la -
‘que €sta se conserva afectan la concentracién de progesterona
detectabie en el plasma. Una vez determinados los factores -
que afectan la correcta estimacién de los niveles hormonales,
es posible establecer medidas de manejo de muestras que -
permitan realizar trabajos cientificos con una adecuada
metodologia. Para éste trabajo se utilizaron 12 cabras ges--
tantes de una granja de Xochimilco, D.F. De cada una se -
obtuvieron 100 m1 de sangre con tubos Vacutainer hepariniza-
dos. Del volumen total de sangre se extrajo una primera -
alicuota de 3 ml y se centrifugd en los primeros 5 minutos,
del resto de la muestra se hicieron 30 alicuotas de 3 ml, 15
se conservaron a temperatura ambiénte {22°C) y 15 en refrige
racidn (4 €). Se centrifugé una muestra de cada grupo, cada
media hora, hasta conpletar 6 horas y a las 8,.12 y 24 -
horas. Los niveles de: progesterona fueron constantes a -

'f, través: del tiempo dentro de cada @rupo, sin ‘embargo fueron - -

mds altos en las muestras conservadas en refrigeracifn. De -
acuerdo a‘,v‘llé anterior puede decirse que en.'la cabra la -
progesterona no se metaboliza, por 1o que¥es indispensable
centrIfugar la muestra 1nned1atanente después de ‘su
obtencibn.
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Dada la creciente inquietud por 1a'exp]ofaci6n de
animales productivos y adaptables a las condiciones
ambientales imperantes en la Répﬁblica Mexicana, cdmo es el
caso del ganado caprino, se ha hecho necesario contar con -
élementos de investigacién que sirvan de apbyo'para la

profundizacian en el conocimiento de la especie, asi como

,‘para rea11zar trabajos de 1nvest1gacvon de mayor conf1ab111—
dad y valor cientifico.

Es -indudable que gran parte del avance en el conocimiento
de uina especie estd ligado al conocimiento de los aspectos -
repkoductivos caracteristicos de 1a misma y éstos a su vez -
al conocimiento de los fenS6menos endocrinolégicos que dan -

soporte a las diversas manifestaciones devfndoJe reproduc--
tivo (3). '

En la investigacion sobre aspectos reproductivos de la -
hembra, es de mucha utilidad la cuantificacién de los niveles
de pfogésterona en el plasma (6),(7);‘sin embgrgo es -
'imporgante considéfar ]osvféctores que afectan la estabili--
dad de las hormonas en muestras bioldgicas aimacenadﬁs bajo
- divehsa§ édndiciones. En algunos. casos e1:trato y almacenaje
que reciben las muestras antes del andlisis influye mis -
sobre el resultado final, que la precisién y exactitud del -
método de Radioinmunoandlisis (RIA)‘empleado (5). Por tanto
se hace necesario determinar los factores que afectan la -
estimacién de los niveles hormonales a fin de poder

establecer medidas de manejo de muestras que permitan



‘realizar trabajos cientificos con la correcta metodologia.

Sin embargo, existe poca informacién acerca de los factores

que afectan las concentraciones hormonales en suero y plasma

después de que las muestras de sangre se toman y antes de

reatizar el RIA (10) (13).
Vahdat et al.{10), estudiaron Tos efectos de el tiempo y

-temperatura de almacenamiento de sangre bovina, encontrando

que la concentracidn promedio de progesterona en plasma s

:redujc de 6.6 ng/ml encontrados inicialmente a 1.7 y 2.8
nte § y 24 -

ng/mi cuando incubaron la sangre a 40°C dura

horas respectivamente, antes de ser centrifugada para separar
el plasma. Adn cuando la temperatura de incubacidn se redujo

a8 4°C, la concentracidn de progesterona se redujo a 4.2 ng/ml.
cuando se dejaron pasar 24 horas antes de la centrifugacidn,

Cuando 1a determinacidn de progesterona se realizé en suero,

se demostrd que les niveles de progesterona detectables

también disminuyeron conforme aumentd el intervalo entre la

toma de muestra y la separacidn del codgulo, sin embargo el

efecto no fué tan marcado como en el caso del plasma.

En un trabaao mis reciente, Vahdat et al. (11) -

encantraron que. la concentrac1on media de progesterona en el
plasma devmuestras de sangre bovina decrecid de 5.7 ng/mt en

1a hora cero, a concentraciones minimas de 3.5 ng/ml después

de incubar a 4°C por 12 horas, 0.9 ng/ml al incubar a 22°C -

por 12 horas y 1.0 ng/ml después de incubar a 37°C por 8

horas. En dicho_trabajo se encontrd que al incubar a 22 o -~



37°C, la concentracidon de progesterona se redujo significa-
tivamente al pasar tan solo uha hora desde Ta toma de la -

muestra.

Oltner y Edqvist (5) estudiaron los cambios en los

niveles de progesterona en la sangre de la vaci, yegua, -
perra y cerda. En el caso de la vaca encontraron que -
después de una incubacidn de 2 y 6 horas a 20 y 4°C -

respectivamente, se observaba un decremento altamente -
significativo (P< 0.01) en la concentracidn de progesterona.

Cuando la sangre se almacend a temperatura ambi

m

o
e

m

ios -
niveles de progesterona se acercaron a cero después de 1 o ’
2 dias, sin embargo después de 2 a 5§ dias de almacenamiento,
se observd un significativo aumento en7105 niveles -

detectables de progesterona.

Wiseman et al. (13) realizaron también estudios en -
diferentes especies como los suinos,‘equinos,‘ovinos y -
bovinos, encontrando que en el caso de la cerda y yegua, la
" forma de conservacidn de muestras de sangre heparinizadas -
entre la coleccién y 1a centrifugacion no afect&ba los -
“niveles de progesterona, pero que sin empargo'1d sangre al

ser: conservada a 4°C presentaba niveles de progesterona mis

constantes a través del tiempo que al conéervar1a a 22°C. -

En el caso de la oveja, los niveles de progesterona también

fueron constantes al! conservar la sangre heparinizada a. -

4°C, pero no asi a 22°C. En el bovino el decremento fue -

observado sin importar la forma en la que se conservaron . -



las muestras antes de la centrifugacidn, aunque el decremento
fué mds drastico cuandq 1as‘muestras se conservaron a 225C -
que al hacerlo a 4°C.

Es importante resaltar el hecho de que todos los autores
que estudiaron el efecto del tiempo y la températura sobre -
los niveles de progesterona en muestras de sangre bovina, -
coinciden en que el decremento se inicia inmediatamente -
" después de la toma de la muestra, aunque es mis marcado -
cuando las nuestras se conservan a una temperatura de 22°C

ce a 4°C.

-

‘gue cuandg s& h
Todos l1os autores consideran también importante el
efecto de la temperatura a la cual se manejan las muestras -
de sangre de su centrifugacién, como otro factor detrimental
85 los niveies hdrmona]es y en especial la progésterona Cm
7(2) (5) (86) (7) (10) (11) (13). Es importante mencionar para
fines de aste trabajo que 1a prdgesterona es considerada . -

como una de las hormonas mis inestables (5) (7).

En todos los trabajos anteriohes se ha puesto mayqfv‘
intefes en explicar To quevsucede con la prbge#ferona en
muestras de sangre bovina, por 1o que es de esta especie de
Ja que se tiene mayor infofmacién;'sin embargo para el caso
del caprino, aunque podffa suponersé que el comportamiento
de las muestras sea similar a las del bovino, ésto no puede.
asegurarse, por lo que se hace neqesario determinar el -
efecto del tiempo y temperatura de almacenamiento sobre los

niveles de progesterona detectables en las muestras de
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sangre de esta especies.

Este trabajo tiene como fin el de obtener las caracte-
risticas optimas del manejo de muestras sanguineas de la
éspecie caprina y destinadas a ser procesadas por RIA, en

especial dado el efecto que se presenta sobre los niveles

- de brogesterona en las muestras por el tiempo transcurrido

desde 1a toma de estas hasta su centrifugacidn, como por
la temperatura en la que se conservan antes de centrifugarse

a fin de que posteriormente esta informacidén sea de utilid

- a las persgnas gue reaiicen investigacidn en la especie,

permitiendoles asi obtener resultados mias representativos.

Para fines de este estudio se optd por realizar el RIA par

la cuantificacién de progesterona en plasma, debido a la

facilidad para su obtencién y pronta separacién del

“paquete celular por.centrifugacién, asi como por ser la

frdcci&n de Ta muestra mis utilizada al realizarse este
tipo de investigacién.
HIPOTESIS

"~ ET1 tiempo transcurrido entre. la toma de una muestra

sanguihéa de cabra y su centrifugaciodn, aéi como i1a tempe-

‘ratura a la que ésta se conserva tiene un efecto sobre la

concentracién de progesterona en la muestra,

OBJETIVO
Determinar si el tiempo transcurrido entre 1la toma de
una muestra séngufnea de cabra y su centrifugacfén. as¥

como la -temperatua a la que &sta se conserva tienen: .un

]
ad

a



efecto sobre ia.concentracidn de progesterona en la 3 -

muestra.
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E1 presente trabajo se realizd en una granja particular

en Xochimilco, D.F., utilizando 12 hembras gestantes, de -

raza criolla y seleccionadas al azar. De cada una se

obtuvieron 100 ml de éangre utilizando 10 tubos Vacutainer

"heparinizados (heparina sédica) y agujas hipodérmicas

.especia]es para tubo Vacutainer. Se obtuvieron 10 m}_con
cadartubo y posteriormente se Vacié el cqntenido de cada -
uno de ellos en ﬁn'vasovde precipitado a fin de homogeneizar
ia muestra. De este volumen total de extrajo una primera. -
: a1icﬁota de 2 ml, la cuai fue centrifugada {1500 rpm/10min.)
dentfo de l1os primeros 5 minutos posteriores a la toma de -
la muestra,.obteniendose el plasma y colocandolo en tubos -
de vidrio, a fin de'que ésta representara el valor infcial
‘:qe progesterona o tiempo nimero 1. En forma inmedijata se .-
\brocedié a dividir el resto de la muestra ehk30 alicuotas -
de Bvﬁi en tubos de ensayo; hecho esto, la mitad de ellas
 fue refrigerada a 4°C y la otra fue conseryada a temperatura .
ambiente (22°C). Posteriormente una muestfa'de cada -grupo -
se centrifugo cada medié‘hora a partir de ja*cehtrifugacién
initiai, Eeali:andé Ia‘miéma operacifn con‘él,plasma y -
hasta completar 6 hbras posteriores a la primera centrifb-
'gaciah; las muestras restantes se centrifugardn a las 8; 12
¥ 24 horas, para de ésta forma completar 16 tiempos de -
centrifugacidn inc]uyendo la muestra nidmero 1, comin para -
ambaos grupos. Todas las muestras de plasma fueron -
congeladas en seguida de ser separadas del paquete celular,

"y mantenidas a -20°C hasta el momento de su andlisis a
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través de Radioinmunoandlisis (de fase sdlida. segin técnica
descrita por Revah (8)),a fin de determinar con &ste los -

niveles de progesterona presentes en cada muestra.

ANALISIS ESTADISTICO

A' tos niveles de progesterona se evaluaron mediante un -
'Anilisis Estadfstico Descriptivo y un Andlisis de Varianza -
para un diseifo factorial con dos factores, el tiemﬁo‘después
de 1a toma de 1a muestra y 1a temperatura de incubacidn; -
1os efectos significativos se evaluaron médiante la pruedba --

de Tukey para comparaciones miltiples (1).
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IV. RESULTADOS
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En el andlisis de varianza realizado setencontrﬁ que -
Tas concentraciones de progesterona encontradas en la -
alicuotas conservadas a 4°C fueron mayores a las eﬁcontradas
cuando se incubaron a temperatura ambiente (22°C), siendo -

la diferencia significativa (P< 0.01) (Cuadro 1, Figura 1).

Aunque se registr8 un incremento infcfal en los niveles
" de progesterona detectados en las_muestras que habian sido -
incubadas duranté media hora. o mids, en 6omparac16n con el -
valor encontrado en la muestra inicial, las diferencias . -
debidas al tiempo de incubzcidén noe fueron significativas ni
en las muestras fncubadas a temperatura ambiente (Figura 2),

ni en las incubadas en refrigeraciGn (Figura 3).
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V. DISCUSION -
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Se ha demostrado que en el bovino, la desaparicidon de la
progesterona se debe a la actividad del paguete celular -
sobre la misma (2) (5) (6) (7) (10) (11) (12) (13), ya que -
la incubacidén del plasma o suero no resultd en una baja en -
el nivel de progesterona, contrastando esto con el descenso
en el nivel de progesterona en sangre completa Casi‘inmedia-

tamente después de la coleccidn (11).

E] mecanismo mediante el cual las células sanguineas ~
hacen disminuir 1os‘niveles de progesterona no se conocerconr
precisidon. Algunos autores apoyan la idea de que l1a proges--
terona que desaparece de la muestra se adhiere a la pared -
celular de los eritrocitos, dqnde permance secuestrada -
{13), aungue Vahdat et al. (12) en sus il1timos estudios -
realizados en bovinos, no lograron detectar la presenpia de
progesterona en 1a superficie celular, suposicidn que Se> -
habian hecho en su primer tfabajo (10). Otros descartan éste
mecanismo al considerar que ia unién de progesterona con -
eritroéitos no parece ser tan importénte como 1a conversién
por-estos mismos, de la prfogesterona_ en 20,e-<dihidroxip§~bgés,1':emna,
compuesto de ménor afinidad por el anticuerpo uti1i2§do en -
el RIA (4) (5) (9) (12). Se ha'visto que la transformacién -
de la progesterdha a 20cxdihidroxiprogesterona dependé de -~
Ta presencia de glucosa, en cuya ausencia este metabolito se
oxida, dando lugar nuevamente a progesterona (4) (9) (12).

Lo anterior podria explicar en un momento dado lo ocufrido -

en el bovino, en el que se observa una recuperacidn en el -
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‘nivel de progesterona pasado un cierto nimero de horasr -
(5) (11) (12).

‘La situacidén anterior puede ser hasta cierto grado -
controlada de acuerdo a 1o encontrado por Vahdat et al.. {(12)
en sus Gltimos estudios, en 165 due reportaq que los niveles
de progésterona en sangre bovina se ven mehoé afectédos por
el t1empo y la temperatura de 1ncubac1on, cuando se usa el -
fluoruro de sod!o como anticoagulante. E1 fluoruro t1ene un
efecto 1nh1b1tor1o de la gllcol1s1s a traves de la inhibicién
de 1a eno]asa,_en21ma 1nd1spensable para que las ce]u}as -
séngufneas pﬁedaﬁ utilizar la glucosa y por tanto generar -
ATP (9), por lo que bajo estas circunstancias los - -

eritrocitos no pueden metabolizar la hormona.

El anter1or comentar1o conf1rma de alguna forma el o=

hecho de que se requ1ere de ce1u1as sangufneas 1ntactas -

para que pueda ocurrlr 1a degradacidén de la progesterona, ya

que de hecho l1a glicolisis es fuertemente reducida después

de 1a hemolisis completa (12).

" Respecto a otros estudios sobre el efecto de los -

'  ‘{f' ‘anticbagulantes sobre la progestérona, Reimers et al. (7).
reportan que al 1ﬁcubar a 4°C, la concentrac1on med1a de -
progesterona decrecid 55% a las 24 horas y 73% a las 72 -
horas en el plasma de sangrerbov1na tratada con EDTA y - -
41% a las 72 horas en el suero de sangre bovina conservada a
ésta misma temperatura. A températura ambiente-la concentraQ

cién media de progesterona decrecif 35% a las 4 horas, 61% a
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las 8 horas, 92% a las 24 horas y 93% a las 72 horas en el -
pfasma de sangre tratada con EDTA; 49% a las 4 horas, 69% a
las 8 horas, 91% a las 24 horas y 83% a las 72 horas en -

suero de sangre conservada a &sta misma temperatura.

" Segin lo expuesto en el capftulo de resultados: puede -
decirse que en el caso de la cabra, no existe metabolizacién
-de_progesferona, o bien que la hepapida s6dica es capaz de -

inactivar éste fenémeno. En el caso de las muestras en -

refrigeracién, donde se observaron "alores de progesterona

is altos, existe 1a posibilidad de que 1la conservéciﬁn'a -

]

4°C produzca un cierto grado.de hemolisis, que se traduzca

en la Tiberacidn de progesterona incluida dentro de los.

gldbulos rojos, asi como adherida a 1a superficie celular.

Wiseman et al. (13) suponéne que en el caso del bovino
1a ﬁrogesterona-sé encuentra adherida a los erjtrocitos. En
‘éaso de que sucediera.lo mismo con la cabra, podriamos -
“pensar que la di%minucién en Ta temperatura faVorece 1a -

separacion de la progesterona en la superf1c1e celular.,

La teorfa que propone 1a 1nterconversi6n de progesterona
” en 20c1d1h1drox1progesterona y“apoyada por varios autores '5'
" (&) (5) (9) (12), como la forma mas confiable para explicar

To ocurrido en el boviﬁo, no pérece ser aplicable en el ' -
caso de Ta especie caprina. Lo anterior se desprende del -
hecho de que en fa cabra, los niveles de prpgesteroné -
permanecen muy constantes y sin disminuciones drésticas, que

pudieran sugerirnos un proceso de metabolizaci6n de 1a -
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'gmbérgo Ta sangre al ser conservada a 4°C presentaba

19

hormona. Esto Gi1timo puede deberse a que los ewitrocitos de

la cabra no metabolizan la hormona, o a que la heparina -

sédica es capaz de inhibir este proceso. Cabe sefialar que -

Wiseman et al. (13) reportan un fendmeno similar en Ta -

yegua y cerda, especies en las que Ta forma de conservacion

de muestras de sangre heparinizada, entre la coleccién y la

centrifugacidn, no afectaba los niveles de progesterona, sin
niveles de progesterona mids cosntantes a través del tiempo

g°C.

3N

que 21 cohnseivaria a
"E1 saber que los niveles de progesterona en las muestras

de sangre caprina se mantienen constantes a través del

tiempo, y que es sélo 1la temperatura a la que’se conservan -

Ta que marca un cierto grado de d1ferenc1a, resulta muy -

"ventajoso para realizar 1nvestzgac10n en la especie. Permite

al investiéador una mayor libertad en su disefio expérimentah
as% como en su trabajo de cémpo,‘ya que si por circunétancias
ajenaéra su voluﬁtad no le es posible mantener las muestras
en cond1c1ones 6pt1mas de refrigeracion, o bien

centrifugarlas ‘a la brevedad pos1b1e, sus resuItados no se.

afectaran en forma sxgn1f1cat1va.

_Si b1en no importa la temperatura a la que se mantengan
las muestras, siempre y cuando sea dentro de un rango -
razonable, siempre resultara mejor mantenerlas en refrigera-
cidn (4°C), debido a que conservandolas a temperatura -

ambiente (22°C), no es posible medir un cierto porcentaje de
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hormona, 1a cual aparentemente se pierde con los gidbu]os -

rojos al realizar la centrifugacién.
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. FiG. 1. CONCENTRACION PROMEDIO DE PROGESTERONA EN
PLASMA PROVENIENTE DE MUESTRAS DE SANGRE INCUBADAS

A TEMPERATURA AMBIENTE (22°C) O EN .REFRIGERACION
(4°C) DURANTE DIFERENTES INTERVALOS ANTES:. DE LA

. CENTRIFUGACION. OBSERVESE QUE A PARTIR DE LAS 6

- HORAS LA FRECUENCIA DE MUESTREO FUE MENOR, POR LO
"QUE LA ESCALA CAMBIA.
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FIG. 2. CONCENTRACION DE PROGESTERONA EN PLASMA
PROVENIENTE DE MUESTRAS DE SANGRE INCUBADAS A
22°C DURANTE DIFERENTES INTERVALOS ANTES DE LA

'CENTRIFUGACION. LAS LINEAS REPRESENTAN EL PROMED!O '
(M=l ) Y UNA DESVIACION ESTANDARD SOBRE . Y -
BAJO EL PROMEDIO. OBSERVESE QUE A PARTIR DE-'LAS 6

HORAS LAS MUESTRAS SE OBTUVIERON CON MENOR
FRECUENCIA POR LO QUE LA ESCALA CAMBIA.
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FIG. 3. CONCENTRACION DE PROGESTERONA -EN PLASMA

.. -PROVENIENTE DE MUESTRAS DE SANGRE INCUBADAS A
' 4°C - DURANTE DIFERENTES INTERVALOS ANTES  DE LA

.CENTRIFUGACION.LAS LINEAS REPRESENTAN EL PROMEDIO

( g=—gg——g ) Y UNA DESVIACION ESTANDARD SOBRE Y
BAJO EL PROMEDIO. OBSERVESE QUE A PARTIR DE LAS 6 - -
HORAS LAS MUESTRAS SE QOBTUVIERON CON MENOR
FREC"ENCIA, POR LO QUE LA ESCALA CAMBIA.



Cuadro 1. Valores promedio de progesterona (ng/ml) en
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muestras de sangre incubadas a 22°C o 4°C por diferentes

intervalos
el plasma.

de tiempo,

antes de centrifugarse para separar’

Tiempo (hrs.)

INCUBACION

A TEMPERATURA

Ambiente (22°C)

REFRIGERACION (4°C)

X D.E. c.v. X D.E. c.v.
0 4.0 1.2 30.5 4.0 1.2 30.5
5. 4.1 1.0 2.1 4.9 1.0 20.8
1.6 24 1.0 2.4 5.0 1.0 20.4
1.5 43 0.7 17.2 5.3 1.0 19.8
2.0 4.2 0.9 2.1 5.6 1.4 25.4
2.5 40 0.6 15.8 5.4 1.1 20.3
3.0 a0 09 229 50 1.0 21.6
3.5 41 1.0 2.0 5.2 1.0 19.0
4.0 4.0 1.0 25.4 5.0 1.2 24.1
4.5/ 41 1.0 24.5 5.2 1.6 30.9
5.0 4.0 1.1 8.0 5.6 1.4 25.5
5.5 40 07 188 52 12 23.6
6.0 4.0 0.8 205 5.4 1.7 31.2
. 8.0 38 09 ‘232 49 1.6 33.5
12.0 3.8 0.6 17.2 . 52 1.2 2.6
20.0 3.6 0.9 281 4.8 1.2 25.0
D.E.= Desviaci6n estandar
c.v.=

Coeficiente de variacidn
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