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RESUMEN 

Se ha establecido que el radioinmunoanálisis (RIA) es uno de los 
métodos mas importantes para la cuantificación de las hormonas 
esteroides (HE), ya que al emplear anticuerpos (Ac) específicos 
contra la hormona que se desee cuantificar, permite determinar 
los bajos niveles circulantes de estas hormonas, y con ello 
determinar la etapa reproductiva en la que se encuentran los 
animales a partir de pequeñas cantidades de sangre. El uso de 
esta técnica en nuestro país, contribuye al estudio y mejoramien
to de la p r oducción ganadera y los problemas de salud en humanos. 
Sin embargo, los estuches comerciales para la cuantificación de 
las HE que existen en el mercado, son de uso limitado, porque 
restringen las condiciones del ensayo y son de alto costo, ya que 
en su mayoría son de importación. Esto representa un problema 
económico y experimental para nuestro equipo de trabajo, ya que 
en el se requiere la cuantificación cotidiana de HE en algunas 
especies de rumiantes. Por lo anterior, se marcó el objetivo de 
obtener Ac específicos contra progesterona (P4 ) y estradiol (E2 ), 
asi como establecer las condiciones óptimas del RIA para evaluar 
los niveles de estas hormonas en suero de cabras y vacas. 
Se inmunizaron conejos Nueva Zelanda con 160 o 100 µg de P 4 -
CMO: BSA o E2 -CMO:BSA respectivamente; el primer sangrado se 
realizó a los 8 días de la primera inmunización y posteriormente 
se reinocularón con intervalos de una semana por 6 ocasiones, 
titulandose en cada una el suero cosechado. Con base en el mejor 
titulo, se seleccionaron los antisueros a los que se les determi
nó la especificidad mediante reacciones cruzadas con varios 
esteroides . 
La reacción cruzada de los antisueros obtenidos contra P4 (con el 
AcQKP6) fue de 13.3% para epipregnenolona, 4.4 % para pregnenolo
na y menos de este porcentaje para los demas esteroides; y para 
el AcQKP5 fue de 4.4% para pregnenolona, 4.0 % para epipregneno
lona y menos de este porcentaje p~ra los restantes. Con respecto 
a la reacción cruzada del antisuero obtenido contra E2 fue de 
3.6% para estrena y menos del 0.01% para estriol, androstendiona, 
17a-estradiol, progesterona y testosterona. La sensibilidad de 
estos ensayos permite detectar desde 6.25 pg/ml de P4 y 0.5 pg/ml 
de E2 . Los coeficientes de variación intra e interensayo en el 
RIA fueron para P4 de 10.9 % y 12.8 % y para E2 de 5% y 
10% respectivamente. 

Las determinaciónes de P 4 y E2 con estos sistemas fuer on los 
siguientes: La media en los niveles de P4 en cabras durante el 
último tercio de la gestac ión (90-150 días) fue de 8.3 ng/ml y 
durante el periodo periparto disminuyó a 5.4 ng/ml, en tanto que 
para E2 en este periodo fue de 55.1 pg/ml. En el caso de las 
vacas, los niveles de progesterona en el estro, fase lútea y 
durante la gestación, fueron 0.9, 8.6 y 6.4 ng/ml respectiva
mente; en cuanto a estradiol los niveles en los mismos periodos 
fueron 10.6, 3.3 y 17.3 pg/ml respectivamente. 
El establecimiento de las condiciones óptimas de los RIAs para 
evaluar P4 y E2 nos permite señalar que el grado de sensibilidad 
y especificidad de los antisueros obtenidos son suficientes para 
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RESUMEN

Se ha establecido que el radioinmunoanálisis (RIA) es uno de los
metodos mas importantes para la cuantificación de las hormonas
esteroides (HE), ya que al emplear anticuerpos (Ac) específicos
contra la hormona que se desee cuantificar, permite determinar
los bajos niveles circulantes de estas hormonas, y con ello
determinar la etapa reproductiva en la que se encuentran los
animales a partir de pequeñas cantidades de sangre. El uso de
esta tecnica en nuestro paìs, contribuye al estudio y mejoramien-
to de la producción ganadera y los problemas de salud en humanos.
Sin embargo, los estuches comerciales para la cuantificación de
las HE que existen en el mercado, son de uso limitado, porque
restringen las condiciones del ensayo y son de alto costo, ya que
en su mayoria son de importación. Esto representa un problema
económico y experimental para nuestro equipo de trabajo, ya que
en el se requiere la cuantificación cotidiana de HE en algunas
especies de rumiantes. Por lo anterior, se marcó el objetivo de
obtener Ac especificos contra progesterona (P4] y estradiol (E2),
asi como establecer las condiciones óptimas del RIA para evaluar
los niveles de estas hormonas en suero de cabras y vacas.
Se inmunizaron conejos Nueva Zelanda con 160 o 100 ng de P4-
CMD:BSA o E2-CHD:BSA respectivamente; el primer sangrado se
realizó a los 3 días de la primera inmunización y posteriormente
se reinocularón con intervalos de una semana por 6 ocasiones,
titulandose en cada una el suero cosechado. Con base en el mejor
título, se seleccionaron los antisueros a los que se les determi-
nó la especificidad mediante reacciones cruzadas con varios
esteroides.
La reacción cruzada de los antisueros obtenidos contra P4 (con el
acQKP6) fue de 13.3% para epipregnenolona, 4.4 % para pregnenolo-
na y menos de este porcentaje para los demas esteroides; y para
el AcQKP5 fue de 4.4% para pregnenolona, 4.0 % para epipregneno-
lona y menos de este porcentaje pura los restantes. Con respecto
a la reacción cruzada del antisuero obtenido contra E2 fue de
3.6% para estrona y menos del 0.01% para estriol, androstendiona,
17d-estradiol, progesterona y testosterona. La sensibilidad de
estos ensayos permite detectar desde 5.25 pgjml de P4 y ó.5 pgƒml
de E . Los coeficientes de variación intra e interensavo en el
RIA šueron para P4 de 10.9 t y 12.8 % y para E2 de 5% v
10% respectivamente.

Las determinaciónes de P4 y E2 con estos sistemas fueron los
siguientes: La media en los niveles de P4 en cabras durante el
último tercio de la gestación (90-150 dias) fue de 8.3 ng/ml v
durante el periodo periparto disminuyó a 5.4 ng/ml, en tanto que
para E2 en este periodo fue de 55.1 pg/ml. En el caso de las
vacas, los niveles de progesterona en el estro, fase lútea y
durante la gestación, fueron ü.9, 8.6 y 6.4 ng/ml respectiva-
mente; en cuanto a estradiol los niveles en los mismos periodos
fueron 10.6, 3.3 y 17.3 pg/ml respectivamente.
El establecimiento de las condiciones óptimas de los RIAs para
evaluar P4 y E nos permite señalar que el grado de sensibilidad
y especificidad de los antisueros obtenidos son suficientes para
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detectar cambios fisiológicos en cabras y vacas . 
Asimismo, el contar con estos antisueros hace posible el desa
rrollo de otras técnicas inmunométricas para determinar los 
niveles de P4 y E~ permitiendo consecuentemente el estudio de las 
etapas reproductivas en estas especies. La util i zación de los 
anticuerpos descritos en este trabajo, abatirá los costos de las 
determinaciones futuras de estas hormonas en el laboratorio. 
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detectar cambios fisiológicos en cabras y vacas.
Asimismo, el contar con estos antisueros hace posible el desa-
rrollo de otras tecnicas inmunometricas para determinar los
niveles de P¿ y E2 permitiendo consecuentemente el estudio de las
etapas reproductivas en estas especies. La utilización de los
anticuerpos descritos en este trabajo, abatirá los costos de las
determinaciones futuras de estas hormonas en el laboratorio.
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INTRODUCCION 

Durante los últ i mos trei nta años, el c onocimiento de la endocri

nologia de la reproducc ión ha avanzado considerab lemente. Estos 

adelantos, se han logrado primordialmente gracias al desarrollo 

de diversos métodos, que permiten cuantificar las concentraci ones 

circulante s de las diferentes hormonas que part ic ipan e n el 

control y regulación del c i clo reproductivo en los mamiferos y 

otros vertebrados. 

En el caso de los rumiantes domésticos, se ha puesto particular 

interés en desarrollar técnicas confiables y sensibles para 

cuantificar las concentraciones circulantes de las hormona s 

esteroides. La utilización de estas técnicas es importante porque 

al conocer los niveles sanguineos de dichas hormonas , se puede 

i nferir la etapa reproductiva (gestación, celo , anestro , etc,) en 

la que se encuentran los animales. 

As i, y c o n e l propós ito de ubicar e n su c o ntex t o fisi o l ógico 

e spe cifico a l a presente t e sis, se decidió revisar de manera 

breve en la primera parte el conocimiento actual acerca de la 

reproducción en los rumiantes domésticos. En una segunda sección, 

se aborda el desarrollo de los métodos empleados para cuantificar 

progesterona y estradiol en las especies mencionadas . 

Posteriormente se plantean los objetivos especificos, material y 

métodos, discusión y conclusiones y por último un anexo acerca de 

las principales caracteristicas de los componentes del RIA. 
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Durante los últimos treinta años, el conocimiento de la endocri-

nologia de la reproducción ha avanzado considerablemente. Estos

adelantos, se han logrado primordialmente gracias al desarrollo

de diversos metodos, que permiten cuantificar las concentraciones

circulantes de las diferentes hormonas que participan en el

control y regulación del ciclo reproductivo en los mamíferos y

otros vertebrados.

En el caso de los rumiantes domesticos, se ha puesto particular

interes en desarrollar técnicas confiables v sensibles para

cuantificar las concentraciones circulantes de las hormonas

esteroides. La utilización de estas técnicas es importante porque

al conocer los niveles sanguíneos de dichas hormonas, se puede

inferir la etapa reproductiva [gestación, celo, anestro, etc,] en

la que se encuentran los animales.

Así, Y con el propósito de ubicar en su contexto fisiológico

especifico a la presente tesis, se decidió revisar de manera

breve en la primera parte el conocimiento actual acerca de la

reproducción en los rumiantes domesticos. En una segunda sección,

se aborda el desarrollo de los métodos empleados para cuantificar

progesterona y estradiol en las especies mencionadas.

Posteriormente se plantean los objetivos especificos, material y

métodos, discusión v conclusiones y por último un anexo acerca de

las principales caracteristicas de los componentes del Rla.
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l. EL CICLO ESTRAL EN LOS RUMIANTES. 

ASPECTOS NEUROENDOCRINOS. 

El tracto reproductor de la hembra madura sufre periodicamente 

una serie de cambios anatomo-funcionales. Estos cambios dependen 

y estan regulados por la operación secuencial y ciclica de una 

compleja cascada de mecanismos neuroendócrinos que se integran e 

inician a nivel del sistema nervioso central en el área funcional 

conocida con el nombre de hipotálamo (Asdell, 1977). 

Externamente sólo es posible observar en las especies domésticas, 

los cambios conductuales que presenta la hembra durante la etapa 

receptiva. Esta conducta es caracteristica para una especie dada 

y se conoce como celo o estro y el periodo que transcurre entre 

un celo y otro se ha denominado ciclo estral. Cuando no se 

establece la gestación la hembra presenta estro a los intervalos 

regulares que caracterizan al ciclo de dicha especie (Levasseur y 

Thibault, 1985). Tradicionalmente se ha denominado como dia O al 

dia de la iniciación del celo; la duración del estro es 

caracteristica de cada especie y varia levemente de una hembra a 

otra dentro de la misma especie (Cuadro 1). 

La secuencia de eventos neuroendócrinos durante los ciclos es

trales de la oveja, la cabra y la vaca son semejantes, excepto 

por su cronologia. Por esta razon, s6lo se describira a manera de 

ejemplo el ciclo estral en la oveja . 

Como se observa en el cuadro 1, la duración total del ciclo 

estral de la oveja es de 16 a 17 dias y puede repetirse varias 

ocasiones en una estación reproductiva. Considerando como dia 
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1. EL CICLO EBTRAL EN LDB RUHIHHTEB.

LSPBCTDB HBURÚENDDCRIHD8.

El tracto reproductor de la hembra madura sufre periódicamente

una serie de cambios anatomo-funcionales. Estos cambios dependen

y estan regulados por la operación secuencial y cíclica de una

compleja cascada de mecanismos neuroendócrinos que se integran e

inician a nivel del sistema nervioso central en el area funcional

conocida con el nombre de hipotalamo (Asdell, 1977).

Externamente sólo es posible observar en las especies domésticas,

los cambios conductuales que presenta la hembra durante la etapa

receptiva. Esta conducta es caracteristica para una especie dada

y se conoce como celo o estro y el periodo que transcurre entre

un celo y otro se ha denominado ciclo estral. Cuando no se

establece la gestación la hembra presenta estro a los intervalos

regulares que caracterizan al ciclo de dicha especie {Levasseur y

Thibault, 1985). Tradicionalmente se ha denominado como dia 0 al

dia de la iniciación del celo; la duración del estro es

caracteristica de cada especie y varia levemente de una hembra a

otra dentro de la misma especie (Cuadro l).

La secuencia de eventos neuroendócrinos durante los ciclos es-

trales de la oveja, la cabra y la vaca son semejantes, excepto

por su cronología. Por esta razon, sólo se describira a manera de

ejemplo el ciclo estral en la oveja.

Como se observa en el cuadro 1, la duración total del ciclo

estral de la oveja es de 16 a 17 días y puede repetirse varias

ocasiones en una estación reproductiva. Considerando como dia
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CUADRO l. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DEL CICLO ESTRAL EN ALGUNOS 
RUMIANTES DOMESTICOS.* 

ESPECIE 

Cabra 

Vaca 

oveja 

DURACION TOTAL 
DEL CICLO ESTRAL 

21 dias 

21 a 22 dias 

16 a 17 di as 

DURACION DEL 
ESTRO 

32 a 40 horas 

18 a 19 horas 

24 a 36 horas 

* Tomado de: Levasseur y Thibault, 1985. 

MOMENTO 
DE LA OVULACION 

30 a 36 horas de 
iniciado el estro. 

9 a 11 horas 
despues del estro. 

24 a 30 horas de 
iniciado el estro. 

cero el dia del estro, en esta especie la ovulación ocurre el 

dia uno. A partir de ese dia el cuerpo lúteo inicia su desarrollo 

secretando concentraciones crecientes de progesterona (P 4 ) a 

partir del séptimo y hasta el dia 15 (1.5-3 ng/ml); en ese momen-

to la secreción de P4 declina bruscamente hasta concentraciones 

no detectables y permanece asi por 2 dias mas (Goodman, 1988; 

Romero y col, 1989). En el caso de no haber implantación de un 

cigoto, el endométrio secreta prostaglandina F2a. Esta pros-

taglandina, esta presente en la sangre venosa uterina en altas 

concentraciones en el día 15 del ciclo y es responsable de la 

luteolisis y de la consiguiente caída en las concentraciones 

sanguíneas de P4 (ver figura 1). Como resultado de esta reduc

ción de P4 , se libera hormona estimulante del folículo (FSH) y un 

folículo de Graaf inicia su desarrollo y secreta grandes canti-

dades de estrogenos y androgenos, que alcanzan sus valores máxi-

mos dentro de las 24 horas siguientes (dia 15-16) . En este perio-

do la hembra presenta comportamiento de celo. El incremento en la 
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ESPECIE DURACIDH TDTEL DURHCIDH DEL HDHENTD
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Cabra 21 días 32 a 4D horas 3D a 36 horas de
iniciado el estro.

vaca 21 a 22 dias 13 a 19 horas 9 a ll horas
despues del estro.

oveja le a 1? días 24 a 36 horas 24 a Ho horas de
iniciado el estro.

* Tomado de: Levasseur y Thibault, l9E5.
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secretando concentraciones crecientes de progesterona (F4) a
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sanguíneas de F4 [ver figura l}. Como resultado de esta reduc-

ción de F4, se libera hormona estimulante del foliculo {FSH} y un

folículo de Graaf inicia su desarrollo v secreta grandes canti-

dades de estrogenos v androgenos, que alcanzan sus valores måxi-

mos dentro de las 24 horas siguientes (dia 15-16). En este perio-

do la hembra presenta comportamiento de celo. El incremento en la
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secreción de estrogenos desencadena, 12 horas despues, un aumento 

en la frecuencia de secreci ón de la hormona hipotalámica libera

dora de gonadotropinas (GnRH) que induce a nivel hipofisiario, la 

liberación tambien pulsatil de FSH y de hormona luteinizante 

(LH) . Este pico ovulatorio de LH solo puede ser inducido por el 

estrogeno en ausencia de la P4 . Así, l a ovulación ocurre 24 horas 

despues de iniciada la secreción pulsa til de LH . En este momento 

las celulas de la granulosa incrementan su permeabilidad y pueden 

obtener un mayor aporte sanguineo y empezar a secretar P4 (Short, 

1982). 

Conforme se desarrolla nuevamente un cuerpo lúteo, se reini c i a la 

secreción de P4 ; gradualmente el cuerpo lúteo adquiere una gran 

dependencia de la secreci6n baja, pero constante, de la LH y de 

la prolactina hipof isiarias que le son necesarias para su mante

nimiento y su actividad secretoria. Los altos niveles de P4 en la 

fase luteinica impiden cualquier incremento repentino en la 

liberación de la LH como respuesta a las variaciones ocasionales 

del desarrollo folicular y de la secreción de estrogenos (Fig . 2) 

(Short, 1982). 

1. 2. ACCIONES BIOLOGICAS DE LA P 4 Y EL E2. 

a) En todos los mamiferos, incluyendo los rumiantes domésticos, 

la P 4 sinergiza algunas acciones de los estrogenos. A nivel 

uterino, la P 4 reduce la excitabilidad y contractilidad del 

miometrio y en el endométrio conjuntamente con los estrogenos, 

aumenta la secreción del l i quido endometria l necesario para 

nutrir el blastocisto preimplementado . En el caso de la glándula 
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Cuerpo 
hlteo 

Es tronaferido de lo 
veno a lo arteria 

Arteria ovórlco estr9chomente 
o la vena uterino y enrrollodo en ella 

FIGURA 1. HIPOTESIS LUTEOLITICA DE LA PROSTAGLANDINA. Se postula 
la ruta por la cual la prostaglandina producida por el útero 
sensibilizado con progesterona puede entrar en la vena ovarica y 
destruir el cuerpo lúteo en la oveja. (Tomado de Short, 1982). 
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mamaria, la P 4 constituye parte del complejo neuroendócrino 

lactotrópico que participa en el crecimiento y desarrollo del 

sistéma lóbulo alveolar de la glándula (Kaltenbach y Dunn, 1985). 

Por otra parte, a nivel hipotalámico, se ha relacionado esta 

hormona con la conducta sexual (Beyer y Gonzalez, 1986). 

b) Los estrogenos son necesarios para que se manifieste la con

ducta de celo o estro a través de su efecto a nivel del sistema 

nervioso central. Inducen la queratinización del epitelio vaginal 

durante el ciclo estral, el crecimiento de los conductos de las 

glándulas del endometrio uterino y el crecimiento de los conduc

tos en la glándula mamaria durante la lactogénesis. Otros efectos 

del estradiol en relación con la reproducción incluyen su capaci

dad para regular a través de mecanismos transhipotalámicos (GnRH) 

e hipofisiarios directos, la liberación de las gonadotropinas FSH 

y LH (Henricks y Mayer, 1977). 

Por otra parte, se ha visto que el E2 potencia los efectos de la 

oxitocina y estimula la producción de prostaglandinas durante el 

trabajo de parto. Los efectos del E2 en procesos no reproducti

vos, incluyen la estimulación de la utilización del calcio y la 

osificación de los huesos; también tiene un efecto anabólico 

protéico e incrementa el peso y la eficiencia alimenticia en los 

rumiantes (Kaltenbach y Dunn, 1985; Malkinson, 1975). 
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2. GENERALIDADES DE HORMONAS ESTEROIDES. 

2.1. ESTRUCTURA QUIMICA Y BIOSINTESIS . 

Todos los esteroides , mineralcorticoides, gluc ocortico i des , 

progestagenos, androgenos y estrogenos compart en la estructura 

quimica bás i ca de un ciclo-pentano-perhidro-fenantreno (figura 3) 

como el del colesterol, que es su precursor principal, el cual se 

origina a partir de acetato . 

La primera etapa de la sintesis de las hormonas esteroides ocurre 

a nivel mitocondrial y consiste en la eliminación de la cadena 

lateral del colesterol entre el carbono 20 y 22 (fig. 3, incisos 

1,2,3) para formar la pregnenolona. Esta se convierte subse

cuentemente a P4 en el reticulo endoplásmico, mediante la 3B-OH

deshidrogenasa y 65,4-Isomerasa (inciso 4, fig 3.) . La P4 puede 

transformarse en hidroxiandrostendióna mediante una hidroxilación 

(inciso 5) y una descarboxilación (inciso 6) y por otro lado 

puede seguir su transformación hacia cortisol. Los estrogenos se 

derivan de los androgenos por eliminación del grupo metilo del 

C19 y por aromatización del anillo A (inciso 7, fig 3 .) (Kaltenb

ach y Dunn, 1985). 

2.2. TRANSPORTE Y MECANISMO DE ACCION. 

Las hormonas esteroides circulan en el torrente sanguíneo intima

mente ligadas a proteínas plasmáticas. Esta unión a proteinas 

permite el transporte de los esteroides ya que sus caracteristi

cas lipofilicas los hace relativamente insolubles e n medio acuo

so . Estas proteínas transportadoras son globulínas y de ahi su 
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nombre genérico de globulinas transportadoras de hormonas 

sexuales (SHBG). Ademas de su función acarreadora, las SHBG 

aumentan la vida media circulante de los esteroides al disminuir 

su excreción y catabolismo. De la cantidad unida total (aproxima

damente el 80 %) un porcentaje permanece libre (20 %) y es este 

el biológicamente activo (Penitik y col, 1982). 

La mayoria de los esteroides se inactivan a nivel hepático por 

conjugación con sulfato o con un residuo de ácido glucurónico. 

Tales conjugados son hidrosolúbles y por tanto se excretan como 

productos de desecho en la orina o las heces (Kaltenbach y Dunn, 

1985). 

Por sus propiedades liposolúbles se ha propuesto que las hormonas 

esteroides pasan a través de la membrana celular mediante difu

sión simple, aunque algunos datos sugieren la posibilidad de un 

transporte mediado por proteinas. Una vez dentro de la célula, 

los esteroides se unen a proteinas citoplasmáticas llamadas 

receptores, los cuales son estereoespecificos y poseen alta 

afinidad por un esteroide en particular. Esto es de esperarse ya 

que los niveles circulantes se encuentran entre 10-10 a 10-8 M. 

La interacción o unión hormona-receptor induce cambios conforma

cionales en este último que permite la translocación del complejo 

hormona-receptor del citoplásma al núcleo (Malkinson, 1975). Sin 

embargo, esta hipótesis del modelo del receptor citoplasmático y 

su translocación al núcleo, ha sido cuestionada por varios au

tores, los cuales han concluido que los receptores a esteroides 

residen principalmente en el núcleo (ver esquema 1) (Clark y 

Markaverich, 1988). A este nivel se une el complejo esteroide

receptor con un segmento definido del DNA, para modificar la 
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velocidad de transcripción de ciertos genes y dan como resultado 

la sintesis de moléculas de mRNA especificas. El mRNA resultante 

se transloca al citoplasma donde dirige la sintesis de proteinas 

especificas. La proteina recien sintetizada es responsable de los 

cambios observados en los tejidos blanco despues de su exposición 

a los esteroides (Kaltenbach y Dunn, 1985). 

Con respecto a la similitud estructural y funcional de los recep

tores, ha sido investigado y parece ser que los receptores a 

hormonas tiroideas, son miembros de una familia de proteinas en 

las que se encuentran los receptores a hormonas esteroides; esto 

sugiere que los genes que codifican esta familia de proteinas, 

provienen de un gen ancestral común (Parker, 1988). 

3. DETERMINACION DE PROGESTERONA Y ESTRADIOL 

3.1. DESARROLLO METODOLOGICO •. 

Al igual que el resto de las hormonas conocidas, la cuantifica

ción de los esteroides puede realizarse mediante uno o más de los 

siguientes métodos: ensayos de actividad biológica o bioensayos, 

determinaciones quimicas, análisis de receptores e inmunoensayos. 

La información que brindan los bioensayos es insustituible para 

determinar la bioactividad o potencia biológica de la hormona aun 

cuando su sensibilidad es relativamente baja (Allen, 1930). La 

utilización de los bioensayos sigue siendo indispensable durante 

el aislamiento y purificación de las hormonas. 
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A. MOOELO DE TRANSLOCACION 

8. M0DELD DE LOCALIZACION 
NUCLEAR 

ESQUEMA l. LOCALIZACION CELULAR DE RECEPTORES A ESTEROIDES. En el 
esquema superior (A), se muestra el modelo de translocación y en 
el inferior (B), el modelo de localización nuclear. Tomado de 

Clark y Markaverich, 1988) . 
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ESQUEMA 1. LDCALIEACIOH CELULAR DE RECEPTORES A EBTERDIDEB. En el
esquema superior (A), se muestra el modelo de translocación y en
el inferior (E), el modelo de localización nuclear. Tomado de

Clark y Markaverich, 1988).
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3.2. PROGESTERONA. 

La P4 y otros progestagenos biológicamente activos pueden cuanti

ficarse por su acción sobre el útero al reducir la excitabilidad 

y contractilidad del miometrio; con este método introducido por 

Allen (1930) se logró el aislamiento y, mas tarde, la caracteri

zación de la progesterona. Posteriormente (Hooker y Forbes, 

1949), se logró una mayor sensibilidad del ensayo depositando las 

muestras a determinar directamente en la luz del útero. Mas tarde 

y con base en las propiedades fisicoquimicas de los esteroides, 

se desarrollaron varias técnicas de determinación quimica para la 

P4 . Asi Edgar en 1953 publicó un metodo para aislarla y medirla 

de sangre y detectó concentraciones menores a 0.1 pg/ml en suero 

de ovejas. El desarrollo de las técnicas de cromatografia de 

gases significó un gran avance y permitió, no obstante su difi

cultad, detectar concentraciones en el orden de 10-6 ng/muestra. 

Esta concentración aunque suficiente para cuantificar los niveles 

de la hormona durante el embarazo, carecia de la sensibilidad 

necesaria para analizar la producción ovárica de progesterona. 

Como ya se menciono, la introducción de los ensayos por satura

ción, marcó el inicio de una nueva era en la medición de las 

hormonas (Klopper y Fritz, 1982). 

En el cuadro 2 se resumen en forma cronológica algúnos estudios 

que reportan los niveles circulantes de P4 en algunos rumiantes. 

Se indican las diferentes etapas del ciclo reproductivo, así como 

la técnica empleada. Se puede apreciar que la técnica más actual 

y la más sensible es el RIA independientemente de la especie 

estudiada y de la etapa del ciclo reproductivo. 
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CUADRO 2. NIVELES CIRCULANTES (promedio o intervalo) DE 
PROGESTERONA EN RUMIANTES (ng/ml) 

AÑO TECNICA ESPECIE (n) 

1964 
1966 
1972 
1972 
1976 
1980 
1984 
1963 
1962 
1969 
1970 
1971 
1973 
1973 
1975 
1976 
1981 
1982 
1984 
1985 
1986 
1987 
1987 
1987 
1987 
1988 

1969 
1982 
1984 
1987 
1989 

Flsc 
Flsc 
CBPA 
CBPA 
RIA 
RIA 
RIA 
Crom 
Crom 
Crom 
CBPA 
CBPA 
RIA 
RIA 
CBPA 
RIA 
RIA 
RIA 
RIA 
RIA 
RIA 
RIA 
RIA 
ELISA 
RIA 
RIA 

Crom 
RIA 
RIA 
RIA 
RIA 

Cab 
Cab 
Cab 
Cab 
Cab 
Cab 
Cab 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 

ove 
Ove 
Ove 
Ove 
Ove 

(5) 
(15) 

(6) 
(10) 

(4) 
(20) 
(10) 

(2) 
(2) 
(7) 
(6) 

(10) 
(5) 
(2) 
( 3) 
(6) 
(5) 
(4) 
(9) 
(4) 
(7) 

(35) 
(12) 

(2) 
(2) 

(10) 

(7) 
(6) 

(10) 
(5) 

(10} 

ETAPA DEL CICLO 
Estro F Lútea Gest 

4.5 
3.4 
0.2 

0.2 
0.2 
8.8-9.6 

0.4 
0.4 

0.5 
0.5 
0.1 

0.4 
0.7 
l. 2-1. 3 
0.3 
0.5 
0.5 
l. 9 

0.1 

3.9 
l. 3 
0.3-0.5 

10.7 10.0 
2.5-3.5 4.5-5.5 

5.7-6.6 
4.0 

8.0 

7.5 
6.6 4.7-6.1 
6.8 5.9 
7.2 

3.5-5.7 
5.4 

12.3 

6.0 

l. 5-3 .1 
3.0 

l. 0-1. 6 

7.0-8.0 

REFERENCIA 

(23) 
(24) 
(65) 
(30) 
(66) 
(48) 
( 46) 
( 42) 
( 21) 
(62) 
(15) 
( 25) 
(63) 
(18) 
(37) 
(32) 
(67) 
(70) 
(68) 
(58) 
(41) 
(8) 
(11) 
(52) 
(52) 
(36) 

(64) 
(70) 
( 45) 
(44) 
(54) 

Flsc:fluorescéncia; CBPA:ensayo de unión a proteinas; Crom:croma
tografia de gas; ELISA:inmunoensayo enzimático; F Lútea:fase 
lútea; Gest:gestación; Cab:cabra; Vac:vaca; Ove:oveja. 

3.3. ESTRADIOL. 

El desarrollo metodológico para la cuantificación de estrogenos 

ha sido paralelo al de la P4 . El primer estrogeno identificado 

fue la estrena, cuyo aislamiento en forma cristalina pura tuvo 

lugar en 1929, siendo el segundo el estriol, menos activo, en 

1930. Ambos se obtuvieron a partir de orina de mujer embarazada, 

18 

CUADRO 2. NIVELES CIRCULANTES [promedio D intervalo) DE
PRDGESTERDNA EN RUHIANTES (ng/ml)
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Cab
Cab
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Vac
Vac
Vac
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Vac
Vac
Vac
Vac
Vac
Vac
Vac
Vac
vac
vac
Vac
Vac
Vac

ove
UVE
DVE
Dve
ove
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(5)
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(4)

(20)
(10)
(2)
(2)
(7)
(5)

(10)
(5)
(2)
(3)
(5)
(5)
(4)
(9)
(4)
(7)

(35)
(12)

(2)
(2)

(10)

(7)
(5)

(10)
(5)

(10)

ETAPA DEL CICLO REFERENCIA
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GL~l|l¦I- Lili»
I-'

NC-7' Lib LJ 8
I-4

~I¦IU1iI¦›(D ¿hab
ONLH als

mcoo håsb m 8
m 8

DD ¡hub

¬--.'Il.7'iU'l ÍII Mmm

'IJInFI-'--I ÍII 45'--IU1

Gi I'-"

71-'ü_Bu-O

DDC) I'-"U1U1

I-Iflìüül-*DD bhhhbbl

I-' D
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GliHUIL-.I8Lili»

U1 D

O Í I-4

L-JI'-4 DU1

LJ I I'-4

CII-'L-'I Libia D UI- . 1.0*l.6

(23)
(24)
(55)
(30)
(55)
(45)
(45)
(42)
(21)
(52)
(15)
(25)
(53)
(15)
(37)
(32)
(57)
(70)
(55)
(55)
(41)
(5)
(11)
(52)
(52)
(35)

(54)
(75)
(45)
(44)
(54)

Flsc:fluorescóncia; CBPA:ensayo de unión a proteínas; Crom:croma-
tografía de gas; ELISA:inmunoensayo enzimático; F Lútea:fase
lútea; Gest:gestación; Cab:cabra; vac:vaca; ove:oveja.

3.3. EBTRADIDL.

El desarrollo metodológico para la cuantificación de estrogenos

ha sido paralelo al de la P4. El primer estrógeno identificado

fue la estrona, cuyo aislamiento en forma cristalina pura tuvo

lugar en 1929, siendo el segundo el estriol, menos activo, en

1930. Ambos se obtuvieron a partir de orina de mujer embarazada,
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tratandose de productos de excreción . En 1935 se aislaron, a 

partir de cuatro toneladas de ovario de cerdo, 12 mg de un es

trogeno mucho mas potente, el 17-B-Estradiol (Barrington, 1975). 

En los últimos años se han desarrollado diversos métodos para su 

cuantificación tanto en orina como en plasma. Estos métodos 

incluyen el análisis de estrogenos en cromatografía en fase 

sólida realizadas por Abraham en 1969, utilizando el doble anti

cuerpo, el cual separa la hormona libre y unida mediante sulfato 

de amonio o carbón-dextran, hasta los radioinmunológicos más 

utilizados actualmente (ver anexo) (Haning y col, 1979). 

La producción de Ac altamente específicos ha permitido el desa

rrollo y avance en las determinaciones para estradiol, sin el 

aislamiento cromatográfico o la previa extracción de la hormona a 

partir del suero problema. Las modificaciones realizadas del RIA 

original para estrogenos, incluyen la separación de los este

roides unidos a partir de los esteroides libres mediante filtra

ción en gel o polietilén-glicol y el uso de E2 marcado como 

radioligando. Sin embargo, actualmente se basan en los métodos 

descritos por Hotckiss y por Berhrman, en los cuales se emplean 

carbón/dextran para separar la fracción unida de la libre, tales 

modificaciones han llevado al establecimiento de un RIA mas 

rápido, barato y sensible (Beling, 1979). 

A continuacion se presenta un cuadro sinóptico en el cual se 

aprecian las metodologías utilizadas en la actualidad para la 

cuantificación de E2 . 
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CUADRO 3. NIVELES DE ESTRADIOL (promedio o intervalo) 
EN SUERO DE RUMIANTES (pg/ml) . 

AÑO TECNICA ESPECIE (n) 

1976 RIA 
19al RIA 
19a4 RIA 

1971 
1972 
1972 
1973 
1973 
1974 
1975 
1976 
19al 
19a2 
19a4 
19a6 

RIA 
CBPA 
RIA 
RIA 
RIA 
RIA 
RIA 
RIA 
RIA 
RIA 
RIA 
RIA 

1977 RIA 
19a5 RIA 

Cab 
Cab 
Cab 

Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 
Vac 

ove 
ove 

(4 ) 
(6) 

(10) 

(10) 
(9) 
(6) 
(2) 
(5) 
(5) 
( 3) 
(6) 
(6) 
(4) 
(9) 
(7) 

(6) 
( 24) 

ETAPA DEL CICLO 
Estro F Lútea 

10 . 0 

10.0 
a.o 

5.0 

a.o 
10-25 
13.5 
27.3 
6.6 
7.7 
7.1 

9.0 
6.9 

3.3 

Gest 

165-260 
32 . 0 

3.7-4.a 

900-1700 
300-400 

REFERENCIA 

(66) 
(13) 
(46) 

( 25) 
(57) 
( 27) 
(la) 
(63) 
(14) 
(37) 
(32) 
(47) 
(55) 
(6a) 
( 41) 

(33) 
(50) 

CBPA:ensayo de unión a proteinas; Crom:cromatografía; F Lútea: 
fase lútea; Gest:gestación; Cab:cabra; Vac:vaca; Ove:oveja. 

Como se muestra en los cuadros 2 y 3, las técnicas más utilizadas 

en los últimos 10 años son el RIA y el ELISA. Ambos métodos 

poseen la sensibilidad y precisión necesarias para cuantificar 

las pequeñas concentraciones de estas hormonas en la sangre de 

los rumiantes. Tambien se aprecia en los cuadros mencionados, que 

existen discrepancias (dependiendo de la etapa del ciclo) en 

cuanto a los niveles de estas hormonas; esto se ha adjudicado, 

entre otras razones, a la raza de los animales (Kelly y col, 

19a4; Stabenfeldt y col, 1969), al manejo de las muestras (Wise-

man y col, 19a2) y a las técnicas utilizadas (Thorburn y col, 

1969). Por el momento no se cuenta con valores universales váli-

dos para los rumiantes domésticos. 
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fase lútea; Gest:gestación; Cab:cabra; Vac:vaca; ove:oveja.

Como se muestra en los cuadros 2 y 3, las técnicas mas utilizadas

en los últimos lo años son el RIA y el ELISA. Ambos métodos

poseen la sensibilidad y precisión necesarias para cuantificar

las pequeñas concentraciones de estas hormonas en la sangre de

los rumiantes. Tambien se aprecia en los cuadros mencionados, que

existen discrepancias (dependiendo de la etapa del ciclo) en

cuanto a los niveles de estas hormonas; esto se ha adjudicado,

entre otras razones, a la raza de los animales (Kelly y col,

1994; Stabenfeldt y col, 1969), al manejo de las muestras (Wise-

man y col, 1982) y a las técnicas utilizadas (Thorburn y col,

1959]. Por el momento no se cuenta con valores universales váli-

dos para los rumiantes domésticos.
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Como ya se mencionó con anterioridad, los métodos más utilizados 

actualmente son el ELISA y el RIA ya que son los más sensibles y 

reproducibles. Sin embargo, el uso de estas técnicas representa 

varios problemas desde diferentes puntos de vista: uno es con 

respecto a las caracteristicas restringidas del ensayo que exigen 

los estuches comerciales y otro es desde el punto de vista eco

nómico, ya que el costo de estos estuches es elevado y además por 

ser de importación. 

Lo anterior ha originado la necesidad de obtener tanto los anti

cuerpos contra hormonas esteroides (P4 y E2 ) como estandarizar un 

RIA en el laboratorio, con el objeto de determinar los perfiles 

hormonales en diferentes etapas reproductivos en vacas y cabras. 

Por otra parte se determinaron los parametros para establecer un 

control de calidad mediante sueros control. La evaluación de 

estos sueros control y los experimentales, permitiran establecer 

en otros laboratorios valores de referencia con respecto a estas 

hormonas al determinarse bajo las mismas condiciones y será más 

factible poder hacer estudios comparativos. Por lo anterior, para 

la realización de la presente tesis se plantearon los siguientes 

objetivos: 
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4. OBJETIVOS. 

Obtención y caracterización de anticuerpos contra P4 y 

E2. 

Estandarización del RIA. 

Validación del RIA en suero de rumiantes. 
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-I . DEJETIEDB .

- obtención Y caracterización de anticuerpos contra P¿ y

E2.

- Estandarización del RIA.

- ïalidación del RIA en suero de rumiantes.
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5. MATERIAL Y METODOS. 

5.1. INMUNIZACION Y OBTENCION DE LOS ANTISUEROS 

Material Biologico. 

Para obtener los antisueros contra P4 (Anti-P4 ) se utilizaron 5 

conejos Nueva Zelanda machos, de aproximadamente 3 meses de edad. 

En el caso del E2 (Anti-E2 ) se emplearon 4 conejos California 

castrados, de 1.8 a 2.0 Kg de peso. Estos animales se designaron 

con las letras A, B, c y D. Ambos grupos se mantuvieron en cuar

tos con temperatura controlada (25.0 ± 1.0 C), y con alimento y 

agua Ad libitum. 

Reactivos. 

La P4 y el E2 se conjugaron a la albúmina sérica de bovino (BSA). 

En el primer caso, se utilizó el conjugado 4-pregnen-3,20-diona 

(3-{0-Carboximetil}oxima: BSA) y para el estradiol, fue el 

1,3,5, (10)-Estratien-3,17-8-diol, 6-{0-Carboximetil}oxima: BSA); 

adyuvante completo e incompleto de Freund, y solución salina 

0.9%. Las hormonas se obtuvieron de Sigma Chem. Co. 

Se utilizó en el RIA una solución amortiguadora de fosfatos 1 mM, 

adicionado de NaCl 150 mM y gelatina 1% (GPBS) ajustado a pH 7.0. 

Los esteroides radiactivos fueron obtenidos de New England Nucle

ar Ca. (1,2,6,7,- 3H{N}): progesterona (Actividad especifica 

{A.E.}: 101.7 Ci/m mol) y (2,4,6,7,16,17,- 3H{N}): estradiol 

(A.E.:169.0 Ci/m mol) y se almacenaron en benceno y etanol res

pectivamente (ver fig. 4). 
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5. HATERIAL Y HETÚD08.

5.1. INHUNIZACIDN Y OBTENCION DE LOS ANTISUERDS

Material Biológico.

Para obtener los antisueros contra P4 (Anti-F4] se utilizaron 5

conejos Nueva Zelanda machos, de aproximadamente 3 meses de edad.

En el caso del E2 (Anti-E2) se emplearon 4 conejos California

castrados, de 1.8 a 2.o Kg de peso. Estos animales se designaron

con las letras A, E, C y D. Ambos grupos se mantuvieron en cuar-

tos con temperatura controlada (25.0 ± 1.0 C), y con alimento y

agua AQ libigum.

Reactivos.

La P4 y el E2 se conjugaron a la albúmina sérica de bovino (BEA).

En el primer caso, se utilizó el conjugado 4-pregnen-3,20-diona

(3-{o-Carboximetil}oxima: ESA) y para el estradiol, fue el

1,3,5,(lo)-Estratien-3,17-B-diol, 6-{o-Carboximetil}oxima: ESA):

adyuvante completo e incompleto de Freund, y solución salina

0.9%. Las hormonas se obtuvieron de Sigma Chem. Co.

Se utilizó en el RIA una solución amortiguadora de fosfatos l mm,

adicionado de NaCl 15o mH y gelatina 1% (GPRS) ajustado a pH 7.0.

Los esteroides radiactivos fueron obtenidos de New England Nucle-

ar Co. (1,2,6,7,-3H{N}): progesterona (Actividad especifica

{A.E.}: 101.7 Ciƒm mol) y (2,4,6,7,l6,17,-3H{N}]: estradiol

(A.E.:169.o Cifm mol) y se almacenaron en benceno y etanol res-

pectivamente (ver fig. 4).
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Esquema de Inmunización. 

En el caso de la P4 , se inocularon 10 µg del conjugado P4-CMO: 

BSA, resuspendidos en 160 µl de solución salina adicionados a 1.0 

ml de adyuvante completo de Freund. La via de administración fue 

intradérmica, en diferentes puntos de la región dorsal de los 

animales (ver esquema 2), con intervalos de una semana durante un 

mes (Dhafir y col, 1987). 

Para E2 , el esquema de inmunización consistió en inocular 10 µg 

del conjugado E2-CMO:BSA disuelto en 100 µl de solución salina, 

adicionado a 1.0 ml de adyuvante completo de Freund. La via de 

administración fue en el ganglio popliteo solo la primera vez, 

sin el adyuvante de Freund y las inoculaciones posteriores fueron 

intradérmicamente con el adyuvante incompleto de Freund; la 

aplicación del antigeno fue semanal durante dos meses. 

5.2. TITULACION Y CARACTERIZACION 

A partir de la primera aplicación del Ag, todos los animales se 

sangraron (vena auricular) semanalmente. Una vez obtenida esta 

muestra sanguinea (3.0 ml), los animales recibian e l inóculo de 

refuerzo. El suero de las muestras se emplearon para la titula

ción. 

La titulación de los antisueros se reali z ó por duplicado en 

diluciones seriadas 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 y 1:3200 que 

se incubaron en presencia de una concentración constante (10 

pg/ml) de la hormona marcada correspondiente . Entre las 18 y 24 

hr. de incubación se cuantificó la distribución de la hormona 

marcada entre la fracción unida y la libre. En base al porcentaje 

de unión obtenido, se selec cionaron los a nima les con mejor 
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Esquema de Inmunisación.

En el caso de la F4, se inocularon 10 ng del conjugado F4-CM0:

ESA, resuspendidos en lóo nl de solución salina adicionados a 1.o

ml de adyuvante completo de Freund. La vía de administración fue

intradérmica, en diferentes puntos de la región dorsal de los

animales (ver esquema 2), con intervalos de una semana durante un

mes (Dhafir y col, 1937).

Para E2, el esquema de inmunización consistió en inocular 10 ug

del conjugado E2-CHo:BSA disuelto en loo al de solución salina,

adicionado a 1.o ml de adyuvante completo de Freund. La vía de

administración fue en el ganglio poplíteo solo la primera vez,

sin el adyuvante de Freund y las inoculaciones posteriores fueron

intradérmicamente con el adyuvante incompleto de Freund; la

aplicación del antígeno fue semanal durante dos meses.

5.2. TITULACION E CARACTERIZACION

A partir de la primera aplicación del Ag, todos los animales se

sangraron (vena auricular) semanalmente. Una vez obtenida esta

muestra sanguínea (3.o ml), los animales recibían el inóculo de

refuerzo. El suero de las muestras se emplearon para la titula-

ción.

La titulación de los antisueros se realizó por duplicado en

diluciones seriadas 1:5o, 1:1oo, l:2oo, 1:4oo, liooo y 1:32o0 que

se incubaron en presencia de una concentración constante (lo

pg/ml) de la hormona marcada correspondiente. Entre las 18 y 24

hr. de incubación se cuantificó la distribución de la hormona

marcada entre la fracción unida y la libre. En base al porcentaje

de unión obtenido, se seleccionaron los animales con mejor
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* 

* 10 ug 

P4- CMO: BSA 

160 uf SOL SALINA 

SANGRADOS SEMANALES 

REFUERZOS 

E2-CMO : BSA 

100 uf SOL SALINA 

1 mi ADYUVANTE COMPLETO 

FREUND 

TITULACIONES 

DILUCIONES 

0000~0 .... D 
1:10 1:20 1:40 1:80 [(601:320 .... 1:2000 

ESQUEMA 2. PROGRAMA DE INMUNIZACION. Los refuerzos se aplicaron 
semanalmente. Los ant i sueros se titularon a las diluciones que se 
indican. P4 y E2-CMO:BSA, hapteno progesterona- y/o estradiol
orto-carboximetil:albúmina sérica de bovino. 
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-lt-
IO ug

F4- CIO I BSA E3- olilo I ESA

l6o ul SOL. SAUNA Ioo ul Sol. SAUNA

'lml ADYUVANTE CDHFLETD

FREUND

EBQUEHA 2. FROGRAHA DE INHUNIEACION. Los refuerzos se aplicaron
semanalmente. Los antisueros se titularon a las diluciones que se
indican. P4 y E -CHO:BSA, hapteno progesterona- y/o estradiol-
orto-carboximetil:albúmina sérica de bovino.
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respuesta inmune. En este momento se cosecharon los antisueros, 

para lo cual se procedió a sangrar a blanco por la vena auricular 

de la oreja a los animales seleccionados. Luego de obtenerse los 

antisueros respectivos, para su almacenamiento se hicieron frac

ciones de 500 µl y se liof ilizáron conservandose en un desecador 

a 4 c. 

A los anticuerpos obtenidos se les asignó la siguiente clave: 

para P4 AcQKP5 y AcQKP6 y para E2 fue AcQKEc. Para establecer la 

dilución de trabajo para ser utilizada en la elaboración de la 

curva estandar, se determinó aquella dilución que uniera entre el 

30 y 50 % de la hormona marcada. 

5.3. ESPECIFICIDAD DE LOS ANTISUEROS. 

Las reacciones cruzadas incluyeron aquellos esteroides de mayor 

importancia biológica que por sus niveles circulantes pudieran 

interferir en el RIA. Los esteroides empleados se indican en el 

cuadro 4. Una vez determinada la especificidad de los anticuer

pos, se procedio a validar el ensayo utilizando sueros controles 

de borregas, para determinar la fracción minima necesaria para la 

se ns ib i 1 id ad de 1 ensayo, a partir de la extracción. 
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respuesta inmune. En este momento se cosecharon los antisueros,

para lo cual se procedió a sangrar a blanco por la vena auricular

de la oreja a los animales seleccionados. Luego de obtenerse los

antisueros respectivos, para su almacenamiento se hicieron frac-

ciones de 5oo pl y se liófilizaron conservandose en un desecador

a 4 C.

A los anticuerpos obtenidos se les asignó la siguiente clave:

para F4 AcQKP5 y AcQKP6 y para E2 fue AcQKEc. Para establecer la

dilución de trabajo para ser utilizada en la elaboración de la

curva estandar, se determinó aquella dilución que uniera entre el

3o y 50 % de la hormona marcada.

5.3. EBPECIFICIDAD DE LOS ANTIBUERDB.

Las reacciones cruzadas incluyeron aquellos esteroides de mayor

importancia biológica que por sus niveles circulantes pudieran

interferir en el RIA. Los esteroides empleados se indican en el

cuadro 4. Una vez determinada la especificidad de los anticuer-

pos, se procedió a validar el ensayo utilizando sueros controles

de borregas, para determinar la fracción mínima necesaria para la

sensibilidad del ensayo, a partir de la extracción.
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CUADRO 4. ESTEROIDES EMPLEADOS PARA DETERMINAR LA ESPECIFICIDAD 
DE LOS ANTISUEROS ANTI-P4 Y ANTI-E2 · 

================================================================= 

COMUN 

Pregnenolona 
Allopregnenolona 
Epipregnenolona 
Testosterona 
17-B-Estradiol 

Es trona 
Estrío! 
Androstendiona 
17-a-Estradiol 
progesterona 

NOMENCLATURA 
ESTRUCTURAL 

PROGESTERONA 
5-B-pregnen-3-B-ol-20-ona 
5-a-pregnan-3-B-ol-20-ona 
5-B-pregnan-3-a-ol-20-ona 

ESTRADIOL 

17-B-hidroxi-4-androsten-3-ona 
1,3,5(10)-estatien-3,17 B-diol 

5-a-pregnan-3-B-ol-20-ona 
1,3,5(10)-estratien 3,17 B-diol 
4-Androsten-3-17-diona 
1,3,5(10)-estratien-3,17 a-diol 
4-pregnen-3,20-diona 

S.4. PREPARACION DE LOS SUEROS CONTROL. 

Estos sueros se obtuvieron de 3 borregas en diferentes etapas 

reproductivas y se clasificaron de la siguiente manera: suero 

control bajo (SCB) correspondiente a la etapa de estro, suero 

control medio (SCM) en fase lútea y suero control alto (SCA) en 

la gestación. Inicialmente se llevo a cabo la extracción de las 

muestras variando las cantidades de suero. Los diferentes volú-

menes de los sueros control utilizados fueron. los siguientes: 

para P 4 de 100, 200 y 250 µl en tanto que para E2 se probaron 

100, 200 y 500 µl. 

Cuando se estableció el volúmen adecuado para los controles, 

problemas y recuperaciones, se procedió al montaje de las curvas 

patrón. 

S.S. ESTANDARIZACION DE LAS CURVAS PATRON. 

Preparacion de soluciones estandar. se prepararon soluciones 

madre de P4 y E2 de 1.0 mg/10 ml de etanol (grado espectrofoto-
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NONENCLATURA
COMUN ESTRUCTURAL

FROGESTERONA
Pregnenolóna 5-B-pregnen-3-S-ol-2o-ona
Allopregnenolóna 5-u-pregnan-3-B-ol-2o-ona
Epipregnenólona 5-B-pregnan-3-o-ol-zo-ona
Testosterona 17-B-hidroxi-4-androsten-3-ona
17-B-Estradiol 1,3,5(1o)-estatien-3,17 B-diol

ESTRADIOL
Estrona 5-o-pregnan-3-B-ol-zo-ona
Estriol l,3,5(1o)-estratien 3,17 B-diol
Androstendiona 4-Androsten-3-17-diona
17-o-Estradiol l,3,5(1o)-estratien-3,17 u-diol
progesterona 4-pregnen-3,20-diona

5.4. PREPARACION DE LOS SUEROS CONTROL.

Estos sueros se obtuvieron de 3 borregas en diferentes etapas

reproductivos y se clasificaron de la siguiente manera: suero

control bajo (SCB) correspondiente a la etapa de estro, suero

control medio (SCM) en fase lútea y suero control alto (SCA) en

la gestación. Inicialmente se llevó a cabo la extracción de las

muestras variando las cantidades de suero. Los diferentes volú-

menes de los sueros control utilizados fueron los siguientes:

para F4 de loo, 2oo y 25o al en tanto que para E2 se probaron

loo, 2oo y 5oo nl.

Cuando se estableció el volúmen adecuado para los controles,

problemas y recuperaciones, se procedió al montaje de las curvas

patrón.

5.5. ESTARDARIEAOION DE LAS CURVAS PATRON.

Preparacion de soluciones estandar. Se prepararon soluciones

madre de F4 y E2 de 1.0 mg/lo ml de etanol (grado espectrofotó-
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métrico). La concentración de cada hormona se corroboró y ajustó 

por espectroscopía de U.V. Para P4 en un intervalo de longitud de 

onda de 210-270 nm (pico máximo de absorbencia: 240 nm, coefi

ciente de extinción molar {E} 17000), y para E2 235-300 nm (pico 

máximo de absorbencia: 280 nm, E 272.3) (Windholz , 1976). A 

partir de estas soluciones se realizaron diluciones para obtener 

las concentraciones de hormona correspondientes a los estandares 

empleados en los ensayos, las cuales abarcan los siguientes 

intervalos: 0.25 - 3.2 ng/ml para P4 y 0.5 - 32.0 pg/ml para E2 . 

Preparaci6n de las hormonas radiactivas o trazador. Se utilizó 

P4-(1,2,6,7- 3H(N)) A.E. 101.7 Ci/m mol y E2-(2,4,6,7,16,17-

3H(N)), A.E. 169 Ci/m mol. se diluyeron en GPBS hasta tener 10 

pg. En ambos casos esta dilución equivale aproximadamente a 

10,000 cpm/100 µl. 

Extraccion de las hormonas esteroides. En tubos vacutainer se 

adicionaron 100 µl (para P 4 ) o 500 µl (para E2 ) del suero a 

medir. Se agregaron 5.0 ml de eter y se agitaron los tubos por un 

minuto. se dejaron separar las fases (acuosa y orgánica) por 20-

30 min., posteriormente se decantó la fase orgánica a otro tubo, 

este se evaporó a sequedad a 37 e y a estos tubos se les adicionó 

2.0 ml de amortiguador (GPBS) y se resuspendieron con agitación 

por 1 min. incubandose a 37 e por una hora. Finalmente los tubos 

se agitaron por 1 min. y de esta suspensión se utilizó una frac

ción por duplicado para montar el RIA. 

Para determinar la eficiencia de este método de extracción, se 

realizó la misma técnica con sueros agregados. Para preparar los 
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métrico). La concentración de cada hormona se corroborö y ajustö

por espectroscopia de U.V. Para P¿ en un intervalo de longitud de

onda de 210-2?0 nm (pico máximo de absorbencia: 240 nm, coefi-

ciente de extincion molar {E} 17000), y para E2 235-300 nm (pico

máximo de absorbencia: 280 nm, E 272.3) {Windho1z, 1976). A

partir de estas soluciones se realizaron diluciones para obtener

las concentraciones de hormona correspondientes a los estandares

empleados en los ensayos, las cuales abarcan los siguientes

intervalos: 0.25 - 3.2 ng/ml para P4 y 0.5 - 32.0 pg/ml para E2.

Preparación co laa hormonas radiactivan o trasacor. se utilizó

P4-(1,2,6,7-3H{N]} A.E. 101.7 Ci/m mol y E2-(2,4,6,7,16,17-

3H(N)), A.E. 169 Cìƒm mol. se diluyeron en GPBS hasta tener 10

pg. En ambos casos esta dilución equivale aproximadamente a

10,000 cpmƒ100 nl.

Extraccion do las hormonas esteroides. En tubos vacutainer se

adicionaron 100 pl (para P¿) o 500 cl (para E2] del suero a

medir. Se agregaron 5.0 ml de eter y se aqitaron los tubos por un

minuto. se dejaron separar las fases (acuosa y orgánica] por 20-

30 min., posteriormente se decantö la fase orgánica a otro tubo,

este se evaporö a sequedad a 37 C y a estos tubos se les adicionó

2.0 ml de amortiguador [GPBS) y se resuspendieron con agitación

por 1 min. incubandose a 3? C por una hora. Finalmente los tubos

se agitaron por 1 min. y de esta suspension se utilizó una frac-

cion por duplicado para montar el RIA.

Para determinar la eficiencia de este metodo de extraccion, se

realizó la misma técnica con sueros agregados. Para preparar los
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sueros agregados se adicionó a tubos vacutainer 400 µl de suero 

para extracciones (se realizó mezclando el suero de 10 cabras 

mestizas en periodo periparto) y 100 µl del trazador (10,000 

cpm). De la suspensión final, 500 µl se transfirieron a viales 

que contenían 5.0 ml de líquido de centelleo. Posteriormente los 

viales se agitaron y contaron por un minuto en un espectrofotóme-

tro de emisión B. El porcentaje de recuperación del ensayo se 

determinó utilizando los siguientes calcules: 

Para corregir por volúmen 2.0 ml vol. final 
-------------------- 4 
0.5 ml vol. fracc 

promedio de las cpm de las fracciones x 4 
% de Rec ------------------------------------------ X 100 

c.p.m. totales 

Sistema de separación. Se determinó el sistema óptimo de separa-

ción de las fracciones libre y unida con una suspensión de carbón 

recubierto con dextran en GPBS, la función de estas partículas es 

de absorber moléculas pequeñas que se encuentran en el sistema. 

Las diferentes concentraciones de carbón-dextran (c/d) que se 

probaron fueron 

Carbón - Dextran 

0.006% - 0% 
0.06% - 0.006% 
0.6% - 0.06% 

las 

Carbón - Dextran 

0.005% - 0% 
0.05% - 0.005% 
0.5% - 0.05% 

siguientes: 

Control de calidad. Para determinar la reproducibilidad y la 

sensibilidad de los ensayos, se realizaron curvas estandar para 

AcQKP5, AcQKP6 y AcQkEc. Las condiciones para desarrollar las 
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sueros agregados se adicionó a tubos vacutainer 400 al de suero

para extracciones (se realizó mezclando el suero de 10 cabras

mestizas en periodo periparto) y 100 pl del trazador (10,000

cpm). De la suspensión final, 500 al se transfirieron a viales

que contenían 5.0 ml de liquido de centelleo. Posteriormente los

viales se agitaron y contaron por un minuto en un espectrofotóme-

tro de emisión E. El porcentaje de recuperación del ensayo se

determinó utilizando los siguientes calculos:

Para corregir por volúmen 2.0 ml vol. final
ï Z Z ïZï 3 iIR ï 3I1 3ï IZ11-'14

0.5 ml vol. fracc

promedio de las cpm de las fracciones x 4
% de Rec = ------------------------------------------ X 100

c.p.m. totales

Bistona do separación. Se determinó el sistema óptimo de separa-

ción de las fracciones libre y unida con una suspensión de carbón

recubierto con dextran en GPBS, la función de estas particulas es

de absorber moléculas pequeñas que se encuentran en el sistema.

Las diferentes concentraciones de carbón-dextran (c/dj que se

probaron fueron las siguientes:

P4 E2

Carbón - Deztran Carbón - Dextran

0.Úü6% - 0% 0.005% - 0%
0.06% - Ú.006% 0.05% - 0.005%
0.5% - 0.06% 0.5% - 0.05%

Control do calidad. Para determinar la reproducibìlidad y la

sensibilidad de los ensayos, se realizaron curvas estandar para

AcQKP5, AcQKP6 y AcQkEc. Las condiciones para desarrollar las
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curva s esta n dar se des c r i ben en e 1 s i g u i ente cuadro : 

CUADRO S. REACTIVOS Y VOLUMEN (µl) QUE SE ADICIONA A LOS 
DIFERENTES GRUPOS DE TUBOS 

TUBO GPBS AC ESTANDAR PROBLEMA TRAZADOR 

CT 800 100 

UNE 600 100 

CERO 500 100 100 

CURVA 100 500 100 

PROBL. 100 500 100 

C/D 

200 

200 

200 

200 

En el cuadro 5 se indican los grupos de tubos que se preparan 

para cada ensayo, asi como los reactivos y el volumen que se 

adiciona en cada caso. El volumen final del ensayo es de 900 µl. 

Los tubos denominados cuentas totales (CT) solo contiene GPBS y 

el trazador. El grupo de tubos UNE incluye al GPBS, el trazador y 

la solución de C/D; la ausencia de Ac en ellos permite cuantifi-

car la unión no especifica del Ag* o daño del ensayo. Los tubos 

denominados CERO incluyen el GPBS, anticuerpo (ya sea AcQKP5, 

AcQKP6 o AcQKEc), el trazador y al C/D; en estos tubos se calcula 

el porcentaje de unión del Ac y la hormona marcada. Los tubos de 

la CURVA incluyen el estandar respectivo, el Ac, el trazador y el 

C/D; aqui se cuantifica la competencia por los sitios de unión al 

Ac de parte del Ag frio o estandares y del trazador. En los tubos 

PROBLEMA que contienen la fracción de los sueros a medir, el Ac, 

el trazador y el C/D, se mide la cantidad de hormona desconocida 

contenida en la muestra problema mediante la competencia por los 

sitios de unión al Ac de parte del estandar, trazador y muestra 

problema. 
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curvas estandar se describen en el siguiente cuadro:

CULDRD 5. RBHCTIV08 Y VOLUMEN (#1) QUE BE HDICIONL B LOS
DIFERENTES GRUPOS DE TUBOS

TUBO GPBS AC ESTANDAR PROBLEMA TRAZADOR C/D

-EE_____"$55''''''Í____"Í""""""""'Í"""""-ISS'''''-Í-
UNE 600 - - v 100 200

CERO 500 100 ~ - 100 200

CURVà - 100 500 - 100 200

PROBL. - 100 * 500 100 200

En el cuadro 5 se indican los grupos de tubos que se preparan

para cada ensayo, asi como los reactivos y el volumen que se

adiciona en cada caso. El volumen final del ensayo es de 900 pl.

Los tubos denominados cuentas totales (CT) solo contiene GPBS y

el trazador. El grupo de tubos UNE incluye al GPBS, el trazador y

la solución de Cƒü; la ausencia de Ac en ellos permite cuantifi-

car la unión no especifica del Ag* o daño del ensayo. Los tubos

denominados CERO incluyen el GPBS, anticuerpo (ya sea AcQKP5,

AGQKPB o AcQKEc}, el trazador y al C/D: en estos tubos se calcula

el porcentaje de unión del Ac y la hormona marcada. Los tubos de

la CURVA incluyen el estandar respectivo, el Ac, el trazador y el

Cƒb; aquí se cuantifica la competencia por los sitios de unión al

Ac de parte del Ag frío o estandares y del trazador. En los tubos

PRGBLEHA que contienen la fracción de los sueros a medir, el Ac,

el trazador y el C/D, se mide la cantidad de hormona desconocida

contenida en la muestra problema mediante la competencia por los

sitios de unión al Ac de parte del estandar, trazador y muestra

problema.
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Desarrollo del ensayo. El ensayo se llevo a cabo por duplicado 

empleando tubos de vidrio 100 x 75 mm. Los tubos se agitaron e 

incubaron 24 hr a 4 c. Para separar la hormona libre de la unida 

se agrego el C/D y se centrifugó a 2500 rpm durante 30 min, 4 C. 

Los tubos se decantan y al sobrenadante se le adic ionó liquido de 

centelleo . Los viales se contaron por un minuto en un espectróme-

tro de emisión B. 

Caleulos. Al termino del conteo, se calculó el porcentaje de 

unión no especifica. Este calculo se realizó segün la ecuación 1 

y su resultado constituye un factor de corrección para el resto 

del ensayo. 

c.p.m. del sobrenadante 
% UNE ------------------------------- X 100 (Ecuación 1) 

c.p.m. totales 

El porcentaje de unión del CERO (Bo) se calculó de acuerdo a la 
ecuación 2. 

c.p.m. del sobrenadante del CERO c.p.m. UNE 
Bo ---------------------------------------------- (Ecuación 2) 

c. p. m. totales 

Para determinar lo unido sobre el total (U/T o B) se realizó de 
la siguiente forma: 

c.p.m. del sobrenadante c.p.m. del UNE 
B (Ecuación 3) 

c . p. m. totales 

Para determinar el porcentaje de union de los estandares (B/Bo), 
se calculó de acuero a la siguiente fórmula: 

Ecuación 3 

B/Bo =------------
Ecuación 2 

U/T 

---------- X 100 
Bo 
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Desarrollo del ensayo. El ensayo se llevo a cabo por duplicado

empleando tubos de vidrio 100 z T5 mm. Los tubos se agitaron e

incubaron 24 hr a 4 C. Para separar la hormona libre de la unida

se agrego el C/0 y se centrifugó a 2500 rpm durante 30 min, 4 C.

Los tubos se decantan y al sobrenadante se le adicionó liquido de

centelleo. Los viales se contaron por un minuto en un espectróme-

tro de emisión B.

calculos. Al termino del conteo, se calculó el porcentaje de

unión no específica. Este calculo se realizó según la ecuación 1

y su resultado constituye un factor de corrección para el resto

del ensayo.

c.p.m. del sobrenadante
% UNE = ------------------------------- X 100 (Ecuación 1)

c.p.m. totales

El porcentaje de unión del cERO (Bo) se calculó de acuerdo a la
ecuación 2.

c.p.m. del sobrenadante del CERO - c.p.m. UNE
Bo = ---------------------------------------------- (Ecuación 2)

c. p. m. totales

Para determinar lo unido sobre el total (UjT o B) se realizó de
la siguiente forma:

c.p.m. del sobrenadante - c.p.m. del UNE
B = ------------------------------------------- (Ecuación 3)

c . p. m. totales

Para determinar el porcentaje de unión de los estandares (B/Bo),
se calculó de acuero a la siguiente fórmula:

Ecuación 3 UJT

B/Bo =------------ = ---------- x ion
Ecuación 2 Bo
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Luego de calcular el B/Bo se graficó en escala logaritmica, 

colocando en el eje de las ordenadas este porcentaje y en el eje 

de las abscisas la concentración de los estandares en ng/tubo 

(para P4 ) o pg/tubo (para E2 ), y asi se construye la curva estan-

dar. Para obtener los ng o pg/ml de las muestras problema, el 

valor obtenido de B/Bo se extrapola en la curva estandar y se 

multiplica por el factor de corrección (F.C . ), que es obtenido 

como sigue: 

Partiendo de 0.1 ml de suero problema, se corrige primero por ml . 

1 ml 
----------- 10 

0.10 ml 

Y despues se incluye el % de recuperación 

4 X 10 
F. C. ------------ X 100 

% de Rec. 

En el caso de 0.5 ml de suero problema el factor se modifica 

4 X 2 
F. C. -------------- X 100 

% de Rec . 

5.6. VALIDACION DEL ENSAYO. 

a) Vacas. 

Se determinaron las concentraciones de P 4 y E2 utilizando 26 

animales de la raza Holstein. Los animales pertenecian a un hato 

de vacas superovuladas, registradas en agosto de 1989 en LICONSA 
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Luego de calcular el B/Bo se graficó en escala logarïtmica,

colocando en el eje de las ordenadas este porcentaje y en el eje

de las abscisas la concentración de los estandares en ng/tubo

(para P¿) o pgƒtubo (para E2), y así se construye la curva estan-

dar. Para obtener los ng o pgƒml de las muestras problema, el

valor obtenido de B/Bo se extrapola en la curva estandar y se

multiplica por el factor de corrección (F.C.), que es obtenido

como sigue:

Partiendo de 0.1 ml de suero problema, se corrige primero por ml.

1 ml
-----------=1o

0.10 ml

Y despues se incluye el % de recuperación

4 K 10
Fe ce = '_* *"_- _____ X

% de Rec.

En el caso de 0.5 ml de suero problema el factor se modifica

4 K 2
Fe ce _; ___*___" ____ __ X

% de Rec.

5.5. VILIDLCIÚH DEL EHBLYO.

a) Vacas.

Se determinaron las concentraciones de P¿ y E2 utilizando 26

animales de la raza Holstein. Los animales pertenecían a un hato

de vacas superovuladas, registradas en agosto de 1989 en LICONSA
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Edo. de Méx. y al hato H-V2 de la Universidad de Aguascalientes 

en 1984 y sus edades oscilan de 3 a 5 años. Todos los animales 

estaban sujetos a un manejo como se indica en el cuadro 6; los 

animales se encontraban en diferentes fases o periodos del ciclo 

reproductivo, los cuales fueron determinados de acuerdo a los 

criterios ahi señalados. 

CUADRO 6. PERIODO REPRODUCTIVO DE LAS VACAS INCLUIDAS EN EL 
PRESENTE ESTUDIO 

NUMERO 
9 

5 

15 

Cabras. 

FASE REPRODUCTIVA 
Estro 

Fase Lútea 

(dia 12 a 15 del ciclo estral) 

Gestación 

CRITERIO 
Conducta (celador) 

Palpación cuerpos lúteos 

Inseminación Natural 

Se utilizaron 12 cabras mestizas pertenecientes al hato H-1 y H-2 

del rancho La Serpentina Queretaro, Qro. y sus edades estaban 

entre los 12 a 18 meses. Todos los animales se encontraban bajo 

pastoreo de agostadero natural y se registró el dia de empadre. 

Se determinó los niveles de P4 y E2 en estos animales durante el 

último tercio de la gestación (90 - 150 dias) y durante periodo 

periparto (145 - 150 dias). Todos los animales se sangraron 

semanalmente por venopunción yugular. 

5.7. ANALISIS ESTADISTICO. 

Todos los datos se expresaron como medias ± desviación estandar 

(D.S.), y error estandar (E .S .). Los coeficientes de variación se 

calcularán mediante la formula: Coeficiente de Variación= c. v. 
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Edo. de Hex. y al hato H-V2 de la Universidad de Aguascalientes

en 1984 y sus edades oscilan de 3 a 5 años. Todos los animales

estaban sujetos a un manejo como se indica en el cuadro 6; los

animales se encontraban en diferentes fases o periodos del ciclo

reproductivo, los cuales fueron determinados de acuerdo a los

criterios ahí señalados.

CUADRO 6. PERIODO HEPRODUCTIVO DE LAS VACHS INCLUIDAS EN EL
PRESENTE ESTUDIO

í¶¶íí¶íííìíííííííííííííííííííííííííìííííííííï-íííííílí-ïl-1-1-----n

HUHERO FASE REPRDDUCTIVA CRITERID
9 Estro conducta (colador)

5 Fase Lútea Palpación cuerpos lúteos

(dia 12 a 15 del ciclo estral)

15 Gestación Inseminación Natural

Cabras.

Se utilizaron 12 cabras mestizas pertenecientes al hato H-1 y H-2

del rancho La Serpentina Queretaro, Qro. y sus edades estaban

entre los 12 a 10 meses. Todos los animales se encontraban bajo

pastoreo de agostadero natural y se registró el dia de empadre.

Se determinó los niveles de P¿ y E2 en estos animales durante el

último tercio de la gestación (90 - 150 dias) y durante periodo

periparto (145 - 150 dias). Todos los animales se sangraron

semanalmente por venopunción yugular.

5.7. HNLLIBIB EBTLDIBTIOD.

Todos los datos se expresaron como medias ± desviación estandar

(D.S.), y error estandar (E.S.). Los coeficientes de variación se

calcularon mediante la formula: Coeficiente de Uariación = C.V-
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6. RESULTADOS. 

TITULACION Y CARACTERIZACION DE LOS ANTISUEROS. 

Antisueros a Progesterona (Anti-P4 ). Al cabo del primer mes de 

iniciada "la inmunización, el porcentaje de unión de los Anti-P4 

de los conejos 1, 2, 3, 5 y 6 fue del 12, 20, 15, 35 y 30 % 

respectivamente, a la dilución 1:250 (gráfica 1). Estos titulos 

iniciales permitieron seleccionar a los conejos 5 y 6 por su 

mejor respuesta y se reinocularon, una vez más, antes de obtener 

los antisueros que se denominaron AcQKP5 y AcQKP6. 

Antisueros a Estradiol (Anti-E2 ). En el caso de los Anti-E2 la 

respuesta inmunológica fue más lenta y se necesitaron ocho sema

nas de reinoculación para obtener un porcentaje de unión de 

apenas 1, 4 y 18 % para los conejos A, B y e respectivamente a la 

dilución de 1:320 (gráfica 2). Por lo tanto, se decidió eliminar 

a los conejos A y B, y solamente se reinoculó una vez más al 

conejo c. 

En el cuadro 7 se muestra el titulo alcanzado por los Anti-P4 

(AcQKP5 y P6) durante la quinta semana y por el Anti-E2 (AcQKEc) 

durante la novena semana de inoculación. 

Especificidad de los Antisueros. 

Los resultados correspondientes para los Anti-P 4 (AcQKP5 y 

AcQKP6) se resumen en el cuadro 8. Es claro que en ambos casos 

los porcentajes de reacción cruzada con los metabolitos o los 

precursores de esta hormona son despreciables. En la gr~fica 3 se 

muestran estos mismos resultados para el AcQKP5 ya que este fué 

35 

G. REBULTLDOB.

TITULRCION Y CHRÄCTERIELOIOH DE LOS LHTIBUEROB.

antisueros a Progesterona (Anti-P4). Al cabo del primer mes de

iniciada la inmunización, el porcentaje de unión de los Anti-P4

de los conejos 1, 2, 3, 5 y 6 fue del 12, 20, 15, 35 y 30 %

respectivamente, a la dilución 1:250 (gráfica 1]. Estos títulos

iniciales permitieron seleccionar a los conejos 5 y 6 por su

mejor respuesta y se reinocularon, una vez más, antes de obtener

los antisueros que se denominaron AcQKP5 y AcQKPó.

Antisueros a Estradiol (Anti-E2). En el caso de los Anti-E2 la

respuesta inmunológica fue mas lenta y se necesitaron ocho sema-

nas de reinoculación para obtener un porcentaje de unión de

apenas 1, 4 y la % para los conejos A, B y c respectivamente a la

dilución de 1:320 (gráfica 2). Por lo tanto, se decidió eliminar

a los conejos A y H, y solamente se reinoculó una vez más al

conejo C.

En el cuadro 7 se muestra el titulo alcanzado por los Anti-P4

(ACQKPS y PG) durante la quinta semana y por el Anti-E2 (AcQKEc)

durante la novena semana de inoculación.

Especificidad de los Lntisueros.

Los resultados correspondientes para los Anti-P4 (AcQKP5 y

AcQKP6) se resumen en el cuadro 8. Es claro que en ambos casos

los porcentajes de reacción cruzada con los metabolitos o los

precursores de esta hormona son despreciables. En la gráfica 3 se

muestran estos mismos resultados para el AcQKP5 ya que este fué
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GRAFICA l. TITULACION DE LOS DIFERENTES ANTISUEROS A PROGESTERO
NA. En el eje de las ordenadas se muestra el porcentaje de unión 
del ligando radioactivo (P 4 - 3H) con respecto a las diluciones 
ensayadas (eje de las abscisas) . 
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GRAFICA 1. TITULÄCION DE LOS DIFERENTES HNTIEUEROB A PROGEBTERO-
HH. En el eje de las ordenadas se muestra el porcentaje de unión
del ligando radioactivo (P4~3H] con respecto a las diluciones
ensayadas (eje de las abscisasj.
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GRAFICA 2. TITULACION DE LOS DIFERENTES ANTISUEROS A ESTRADIOL. 
En el eje de las ordenadas se muestra el porcentaje de unión del 
ligando radioactivo (E2 - 3H) con respecto a las diluciones ensaya
das (eje de las abscisas). 
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GRLFICL 2. TITULHCION DE LOS DIFERENTES HNTISUEROS A ESTRLDIOL.
En el eje de las ordenadas se muestra el porcentaje de unión del
ligando radioactivo (E2-3H) con respecto a las diluciones ensaya~
das (eje de las abscisas).
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GRAFICA 3. INMUNOREACTIVIDAD CRUZADA DE LOS ANTISUEROS COSECHA
DOS. Reacciones cruzadas del AcQKP5 en presencia de precursores 
de progesterona y otras hormonas esteroides de importancia bio
lógica. Las ordenadas muestran el porcentaje de unón y las absci
sas la concentración de los diferentes ligandos ensayados. 
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GRÄFICH 3. INHUNOREILCTIVIDILD ORUEHDP: DE LOS AHTIBUEROB COBECHH-
DUB. Reacciones cruzadas del AcQEP5 en presencia de precursores
de progesterona y otras hormonas esteroides de importancia bio-
lógica. Las ordenadas muestran el porcentaje de unón y las absci-
sas la concentración de los diferentes ligandos ensayados.
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el antisuero empleado en el resto de la estandarización 

CUADRO 7. TITULO DE LO ANTISUEROS CONTRA P 4 (AcQKP5 y P6) Y 

E2 (AcQKEc) COSEHADOS EN LA PRESENTE TESIS. 

dil. inicial 

dil. final 

% de unión 

Ac QKP5 

1:250 

1:2250 

30 

AcQKP6 

1:300 

1:2700 

30 

AcQKEc 

1:1400 

1:12600 

45 

incluyendo la validación del RIA correspondiente. Esta selección 

se baso primordialmente en el hecho de que el AcQKP6 resultó ser 

más termolábil que el AcQKP5. En la gráfica 4a. se observa que el 

AcQKP6 a temperatura ambiente muestra porcentajes de unión me

nores que los observados en la curva estandar tipica (gráfica 

4b). Esta diferencia se observa desde el promedio de los CEROS 

(16.6 ± 4.8%) con respecto a la gráfica 4b, (30.0 ± 1.3), y 

sugiere un desplazamiento dependiente de temperatura, ya que las 

curvas (4a y 4b) se realizaron a 37 y 4 c respectivamente. En el 

siguiente cuadro se muestran los % de reacción cruzada con los 2 

antisueros Anti-P4 . 
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CUADRO 7. TITULO DE LO ANTISUEROS CONTRA P¿ {AcQKP5 y P6) Y

E2(AcQKEc) COSEHàDOS EN LA PRESENTE TESIS.

ííííïii-íííìíííí-1-'íííïíííïìílïïíííííííl-'ì-ïí--ilïl'--Úíïíìí

no QHP5 AcQKP6 ncoxsc

dil. inicial 1:z5o 1:3oo i:14uo
dil. final 1:2z5o 1:2700 i=12soo
% de unión 30 30 45

"Í-Ílíííïíï-Íí'ííïìÍ"ÍÍ'ÍÍÍ'Í"ì---'-íÍ'--ïïï--ílï-I-'Í-Iïí-íííííííí¶ìí

incluyendo la validación del RIA correspondiente. Esta selección

se baso primordialmente en el hecho de que el AcQKP5 resultó ser

más termolãbil que el AcQKP5. En la gráfica 4a. se observa que el

AcQKP6 a temperatura ambiente muestra porcentajes de unión me*

nores que los observados en la curva estandar tipica (gráfica

4b). Esta diferencia se observa desde el promedio de los CEROS

(16.6 ± 4.8%] con respecto a la gráfica 4b, (30.0 ± 1.3), y

sugiere un desplazamiento dependiente de temperatura, ya que las

curvas (4a y 4b) se realizaron a 37 y 4 C respectivamente. En el

siguiente cuadro se muestran los % de reacción cruzada con los 2

antisueros Anti-P4.
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CUADRO 8. INMUNOREACTIVIDAD CRUZADA DE LOS AcQKP5 y AcQKP6 PARA 
LOS PRINCIPALES LIGANDOS DEL GRUPO DE PROGESTINAS Y OTROS ESTE
ROIDES AFINES. 

L I G A N D O 

NOMBRE COMUN NOMBRE QUIMICO REACCION CRUZADA (%) 

AcQKP5 AcQKP6 

Progesterona 
Pregnenolona 
Epipregnenolona 
Allopregnenolona 
Testosterona 
Estradiol 
Cortisol 

1 00. 0 
4.4 
4. 0 
o. o 

4-pregnan-3-20-diona 
5-B-pregnan-3-B-ol-20-ona 
5-B-pregnan-3-a-ol-20-ona 
5-a-pregnan-3-B-ol-20-ona 
17-B-hidroxi-4-androsten-3-ona 
1,3,5(10)-estratien 3,17 B-diol 
4-pregnen-11 B, 17a,21-triol-
3,20-diona 

o.o 
o.o 

o.o 

Estos ensayos se realizaron a 4 C. 

100.0 
4 . 4 

13.3 
o.o 
o.o 
o.o 

o.o 

Anti-E2 . Los resultados se muestran en la gráfica 5 . Es claro que 

al 50% de unión a estradiol, la estrona solo compite con un 3.5%, 

el estriol con 0.1% y menos del 0.01% para los esteroides res-

tantes. Estos resultados se encuentran resumidos en el recuadro 

de la misma gr~fica 5. 

sueros Control. 

El volúmen ideal para detectar con confiabilida d los niveles 

circulantes de P4 y E2 en sueros de ovejas (contr oles) fué de 100 

y 500 µl respectivamente ya que los niveles detectados caen 

dentro de los intervalos de sensib i lidad de sus respectivas 

curvas estandar. Con estos volúmenes de suero los niveles de P4 y 

E2 durante el estro (SCB) oscilaron de 0 . 2 a 1.5 ng/ml y de 9.7 a 

23.0 pg/ml respectivamente. Durante la fase lútea (SCM) los 

niveles de P4 practicamente duplicaron el valor obtenido durante 

el estro ( v er cuadro 9 ). En est e periodo e l E2 registró los 

valores mas bajos con respecto al estro y a la gestación. En 

cuanto a la gestación (SCA), los v a lores de l a P4 oscilaron de 
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CUADRO B. INHUNOREACTIVIDAD CRUZADA DE LOS ACQKP5 y ACQKPG PARA
LOS PRINCIPALES LIGANDOS DEL GRUPO DE PROGESTINAS Y OTROS ESTE-
ROIDES AFINES.

L I G A N D O

NOMBRE COMUN

Progesterona
Pregnenolóna
Epipregnenolona
Allopregnenolóna
Testosterona
Estradiol
Cortisol

NOMBRE QUIMICO REACCION CRUZADA (%)

ACQKP5

I--' Cir

CJ'CICI›I1'I-P-Cl' OOO@-PQ

4-pregnan-3-20-diona
5-B-pregnan-3-B-ol-20-ona
5-B-pregnan-3-c-ol-20-ona
5-c-pregnan-3-B-ol-20-ona
17-B-hidroxi-4-androsten-3-ona
1,3,5(10)-estratien 3,1? B-diol
4-pregnen-11 B,1?c,21-triol-

ACQKP6

1-*

PCJ

CJCJCIIL-J›I-'I-O CICJÚL-J›I¦›l'-'D

3,20-diona 0.0 0.0

š;šš;';;;;;.š;_;;`;;;IIZQQLIÍQTEÍ"""""""""""""""""
Anti-E2. Los resultados se muestran en la gráfica 5. Es claro que

al 50% de unión a estradiol, la estrona solo compite con un 3.5%,

el estriol con 0.1% y menos del 0.01% para los esteroides res-

tantes. Estos resultados se encuentran resumidos en el recuadro

de la misma gráfica 5.

Bueros Control.

El volúmen ideal para detectar con confiabilidad los niveles

circulantes de P4 y E2 en sueros de ovejas (controles) fue de 100

y 500 ul respectivamente ya que los niveles detectados caen

dentro de los intervalos de sensibilidad de sus respectivas

curvas estandar. Con estos volúmenes de suero los niveles de P4 y

E2 durante el estro (SCBJ oscilaron de 0.2 a 1.5 ng/ml y de 9.? a

23.0 pg/ml respectivamente. Durante la fase lútea (SCM) los

niveles de P4 practicamente duplicaron el valor obtenido durante

el estro (ver cuadro 9). En este periodo el E2 registró los

valores mas bajos con respecto al estro y a la gestación. En

cuanto a la gestación (SCA), los valores de la F4 oscilaron de
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GRAFICA 4. TERMODEPENDENCIA DE LA REACCION ANTIGENO-ANTICUERPO. 
En la mitad superior se muestra la curva estandar y la afinidad 
del AcQKP6 a temperatura ambiente. La mitad inferior muestra la 
curva estandar del mismo anticuerpo a 4 C. En amba s graficas, 
cada punto representa la media ± E.E. (n = 10). 
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GRAFICA 4. TERHODEPENDEHOIA DE LA REACCIOH AHTIGENO-ANTICUERPO.
En la mitad superior se muestra la curva estandar y la afinidad
del AcQKP6 a temperatura ambiente. La mitad inferior muestra la
curva estandar del mismo anticuerpo a 4 C. En ambas graficas,
cada punto representa la media ± E.E. (n = 10).
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GRAFICA s. INMUNOREACTIVIDAD CRUZADA CON AcQKEc. En el recuadro 
inferior se observan los porcentajes de reacción cruzada de los 
esteroides empleados en esta tesis. 
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GRAFICA 5. INHUNOREACTIRIDAD CRUEADA CON AGQEEC En el recuadro
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esteroides empleados en esta tesis.
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5.5 a 6.5 ng/ml siendo 5 veces mayor con respecto al estro, en 

tanto que los niveles de E2 aumentaroncon respecto al estro y la 

fase 

CUADRO 9. CONCENTRACIONES PROMEDIO ± E.E. DE P4 Y E2 
EN 100 Y 500 µl DE SUERO CONTROL RESPECTIVAMENTE, n= 5 

SUERO CONTROL PROGESTERONA ESTRADIOL 
(ng/ml) (pg/ml) 

lútea. 

------------------------------------------------------------
s. c. B. l. 3 (±) 0.6 17.9 (±) 6.4 

s. c. M. 3.3 (±) l. 2 0.8 (±) 0.07 

s. c. A. 5.8 (±) l. 05 27.5 (±) 5.4 

Estandarización de las curvas patrón del ensayo. 

Para establecer las condiciones óptimas del RIA, se estudiaron 

los siguientes parametros: 

a) Sistema de Separación. En el cuadro 10 se muestran los resul-

tactos a este respecto. Es claro que las proporciones carbón:dex-

tran (C/D) de 0.6 : 0.06 y de 0.5 : 0.05 son las óptimas para 

separar P4 y E2 respectivamente. 

CUADRO 10. SISTEMA OPTIMO PARA SEPARAR P4 Y E2) 

PROPORCION C/D 
P4 UNE CERO E2 UNE CERO 
-----------------------------------------------------------------
0.6 o.o 3.5 28.0 0.5 o.o 2 . 3 31. o 

0.6 0.03 3.9 29.7 0.5 0.02 3 . 2 30.9 

0.6 0.06 3.2 30.2 0.5 0.05 l. 9 42.5 

Las proporciones del C/D, UNE y CERO se expresan como porcentaje. 
Se empleó al AcQKP5 para calcular el CERO en el ensayo para P4 . 

b) Eficiencia de la reproducibilidad del método de extracciones. 

Vario entre 87 a 90 % para P 4 (n = 20) y entre 90 a 95 % para E2 
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CUADRO 9. CONCENTRACIONES PROMEDIO ± E.E. DE P4 Y E2
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¶¶1.¶1.¶111¶11í1ííïïïïííïïïïïíïïïïïïïïïïïïïqïïïïïïïïïïïï-121111

sueno conrnot Pnocssrreonn EsTRAo1oL
(He/ml) (Pe/ml)
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s. c. B. 1.3 (±) 0.6 11.9 (±) 6.4
s. c. H. 3.3 (±) 1.2 0.3 (±) o.o?
s. c. A. 5.3 (±) 1.05 27.5 (±) 5.4

Estandarización de las curvas patrón del ensayo.

Para establecer las condiciones óptimas del RIA, se estudiaron

los siguientes parametros:

a] Sistema de Separación. En el cuadro 10 se muestran los resul-

tados a este respecto. Es claro que las proporciones carbón:dex-

tran (C/D) de 0.6 : 0.06 y de 0.5 : 0.05 son las óptimas para

separar P4 y E2 respectivamente.

CUADRO lO. SISTEMA OPTIMO PARA SEPARAR P4 Y E2)

Pnopoacion cfo
P¿ UNE creo E2 UNE cano
O.E ¦ 0.0 3.5 28.0 0.5 ¦ D.D 2.3 31.0

O.ó ¦ D.D3 3.9 29.7 0.5 ¦ 0.02 3.2 30.9

O.6 ¦ D.D6 3.2 30.2 0.5 ¦ 0.05 1.9 42.5

Las proporciones del C/D, UNE y CERO se expresan como porcentaje.
Se empleó al AcQKP5 para calcular el CERO en el ensayo para P4.

bj Eficiencia de la reproducibilidad del método de extracciones.

Vario entre E7 a 90 % para P4 (n = 20) y entre 90 a 95 % para E2
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(n 20). 

c) Control de Calidad. En las gráficas 6 y 7 se muestran las 

curvas patrón para P4 y E2 respectivamente. Cabe señalar que el 

comportamiento de estas gráficas representan el de una curva 

tipo. Los coeficientes de variación intraensayo para P4 (n=20) y 

E2 (n=lO) fueron de 10.9% y de 5.02% respectivamente. Es impor

tante señalar que este coeficiente incluye no solo el procedimi

ento de extracción sino tambien al desarrollo del RIA. La varia

ción interensayo en 10 muestras analizadas en 10 diferentes 

fechas por un periodo de 3 meses, fué de un coeficiente de 12.8% 

y de 10.4% para P 4 y E2 respectivamente. 

f) Desarrollo final del ensayo. El tiempo de incubación necesario 

para alcanzar el equilibrio de la reacción Ag-Ac, fué de 18 a 24 

horas a 4 c. El volúmen final de cada tubo, que incluia los 

elementos señalados en el cuadro 5, fue de 900 µl; la fracción 

de los sueros control y problema fue de 100 µl para P4 y de 500 

µl para E2 . 

Validación del Ensayo. 

Niveles Circulantes de ~4 y ~2 en Vacas. Como se resume en el 

cuadro 11, los niveles de P 4 durante el estro son significativa

mente menores (0.9 ± 0.08) a los detectados en el resto de los 

periodos analizados en esta especie. En contraste, y como se 

muestra en la grafica 8, durante la fase lútea se observa un 

incremento proporcional de progesterona con respecto al número de 

cuerpos lúteos, alcanzando valores de hasta 18 ng/ml cuando se 

44 

(n = 20).

c) Control de Calidad. En las gråficas 6 y 7 se muestran las

curvas patrón para P¿ y E2 respectivamente. Cabe señalar que el

comportamiento de estas gráficas representan el de una curva

tipo. Los coeficientes de variación intraensayo para P4 (n=20) y

E2 (n=10) fueron de 10.9% y de 5.02% respectivamente. Es impor-

tante señalar que este coeficiente incluye no solo el procedimi-

ento de extracción sino tambien al desarrollo del RIA. La varia-

ción interensayo en 10 muestras analizadas en 10 diferentes

fechas por un periodo de 3 meses, fue de un coeficiente de 12.8%

y de 10.4% para P4 y E2 respectivamente.

f) Desarrollo final del ensayo. El tiempo de incubación necesario

para alcanzar el equilibrio de la reacción Ag-Ac, fue de 18 a 24

horas a 4 C. El volúmen final de cada tubo, que incluía los

elementos señalados en el cuadro 5, fue de 900 pl; la fracción

de los sueros control y problema fue de 100 al para F4 y de 500

al para E2.
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cuadro 11, los niveles de P¿ durante el estro son significativa-

mente menores (0.9 ± 0.08) a los detectados en el resto de los

periodos analizados en esta especie. En contraste, y como se

muestra en la gråfica 8, durante la fase lútea se observa un

incremento proporcional de progesterona con respecto al número de
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GRAFICA 6. CURVAS PATRON DE PROGESTERONA. En la grafica superior 
(6a) se muestra la curva estandar realizada con el AcQKP5. En la 
grafica inferior (6b) se ilustra la curva patrón con el AcQKP6, 
ambas curvas se realizaron a 4 C. Cada punto representa la media 
±E.E. (n = 22). Cabe señalar que la zona de mayor linearidad es 
de 0.05 a 0.4 ng/tubo para la curva 6a y de 0.1 a 0.8 ng/tubo 
para la 6b. 
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GRAFICA 6. CURVAS PATRON DE PRDGESTERUHA. En la grafica superior
(6a} se muestra la curva estandar realizada con el AcQKP5. En la
grafica inferior (Gb) se ilustra la curva patrón con el AcQKP6,
ambas curvas se realizaron a 4 C. Cada punto representa la media
± E.E. (n = 22). Cabe señalar que la zona de mayor linearidad es
de 0.05 a 0.4 ng/tubo para la curva Ea y de 0.1 a 0.8 ng/tubo
para la 6b.
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GRAFICA 7. CURVA PATRON DEL 17-8-ESTRADIOL. En esta grafica se 
observa la curva estandar con el AcQKEc. El intervalo de mayor 
sensibilidad es de 2.0 a 32.0 pg/tubo. Cada punto representa la 
media ± E.E. (n = 10). 
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GRAFICA 7. CURYA PLTRDH DEL 17-B-EBTRADIOL. En esta grafica se
observa la curva estandar con el AcQKEc. El intervalo de mayor
sensibilidad es de 2.0 a 32.0 pg/tubo. Cada punto representa la
media ± E.E. (n = 10].
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GRAFICA 8. NIVELES DE PROGESTERONA Y ESTRADIOL EN FASE LUTEA DE 
VACAS. En esta grafica se muestra en el eje de las ordenadas la 
concentración de las hormonas mencionadas y en el eje de las 
abscisas el número de cuerpos lúteos . Cada punto corresponde a un 
animal. 
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presentan 9 cuerpos lúteos. Durante este estadio reproductivo se 

observa que los niveles promedio de E2 (3.3 ± 0.6) son los más 

bajos de todo el estudio. 

El estudio durante la gestación abarcó los nueve meses. En la 

gráfica 9 se puede observar que la P4 aumenta conforme avanza la 

gestación hasta el periodo periparto donde las concentraciones de 

la hormona descienden significativamente. Las concentraciones de 

estradiol durante la gestación muestran un patrón bifásico que 

alcanza concentraciones mínimas {10 pg/ml) alrededor del segundo 

tercio . 

2) Otra especie en la que se cuantificaron los niveles de estas 

hormonas fue en cabras gestantes, durante el último tercio {90 al 

150 dias de gestación), el promedio global de los niveles de P4 

fué de 8.3 ng/ml (n= 87) con un intervalo de concentración que va 

de 1.3 a 17.0 ng/ml. En esta etapa de la gestación, los niveles 

de progesterona no variaron significativamente aunque se observó 

un aumento paulatino conforme se acercaba al momento del parto . 

Con respecto al periodo periparto (145-150 dias) los niveles 

promedio de P4 fueron de 5.1 ng/ml (n=l2) con un intervalo de 3.0 

a 14.0 ng/ml; el nivel mayor de esta hormona, se registró 5 dias 

antes del parto y los valores más bajos correspondieron a este 

momento. 

Los niveles de E2 fueron de 55.1 pg/ml {n=lO) con un intervalo de 

concentración que osciló de 20.0 a 128.0 pg/ml, el limite supe 

rior se registró en el dia en que el animal pario. Los promedios 

globales de los niveles hormonales antes señalados se resumen en 

el siguiente cuadro: 
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GRAFICA 9. NIVELES DE PROGESTERONA Y ESTRADIOL EN VACAS GES
TANTES. En la grafica se ilustra el perfil de la P

4 
y Ei durante 

los 9 meses de gestación. Cada barra representa la media ± E.E . 
(n =3) • 
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CUADRO 11. NIVELES CIRCULANTES DE P 4 Y E2 (promedio± E.E.) EN 
SUERO DE VACAS Y CABRAS DURANTE DIFERENTES ESTADIOS FUNCIONALES 
DEL CICLO REPRODUCTIVO. 

ESPECIE (n) ESTADIO 
FUNCIONAL 

Vaca (9) Estro 

Vaca (5) F Lútea 

Vaca (24) Gest. 

Cabra (87) G-3er T 

Cabra (10) G-P.P 

P4 
(ng/ml) 

0.9 (±) 0.08 
(0.5-1.3) 

8.6 (±) 2 . 7 
(1.0-17.0) 

6.4 (±) 0.6 
(1.5-13.1) 

8.3 (±) 0.4 
(1.3-17.0) 

5.4 (±) 0.8 
(3.0-14.0) 

E2 
(pg/ml) 

10.6 (±) 2.4 
(2.1-27.0) 

3 . 3 (±) 0.6 
(2.1-5.2) 

17.3 (±) l. 6 
(0.2-35.3) 

55.1 (±) 8.1 
(20.0-128.0) 

----------------------------------------------------------------------
Entre parentesis se indican los intervalos de concentración. 
F Lútea.: fase lútea; Gest: gestación; G-3er T: gestación tercer 
tercio; G-P.P: gestación periodo periparto. 
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CUADRO 11. NIVELES CIRCULANTES DE P4 Y E2 [promedio ± E E ) EN
SUERO DE VACAS Y CABRAS DURANTE DIFERENTES ESTADIOS FUNCIONALES
DEL CICLO REPRODUCTIVO

ESPECIE

š};;;'"
Vaca

Vaca

Cabra

Cabra

Entre parentesis se indican los intervalos de concentración
F Lü tea.: fase lútea; Gest: gestación; G-3er T: gestación tercer

(H) ESTADIO
FUNCIONAL

(9) Estro

(5) F Lútea

(24) Gest.

(87) G-3er T

(10) G~P.P

EDQÍITI1) (RGHITIII

0.9 (±) o.os 1u.s (±) 2.4
(O.5~l.3) {2.l~2T.O}

s.s (±) 2.7 3.3 (±) o.s
(1.0*1T.O) (2.1-5.2)

s.4 (±) 0.5 11.3 (±) 1.5
(1.5-13.1) (0.2-35.3]

s.3 (±) 0.4
(1.3-17.0)
5.4 (±) o.a 55.1 (±) a.1
(3.0-14.0) (20.0-122.01

1XII-1111-1111-111-111--I1-1--1-1-1--11--311-1112-ix-1

tercio; G-P.P: gestación periodo periparto.

50



7. DISCUSION. 

Los resultados de la presente tesis muestran que los métodos de 

inmunización utilizados fueron adecuados para obtener antisueros 

contra P 4 y E2 . En el caso de E2 , fue pecesario combinar el 

método tradicional de inoculación intradérmica con el de la 

administración directa en el ganglio poplíteo. Los antisueros 

cosechados y caracterizados en esta tesis t i enen una alta espe

cificidad y afinidad para el ligando correspondiente. Para los 

antisueros contra P4 el porcentaje de reacción cruzada no excedió 

de 4.5 % para pregnenolona y epipregnenolona, lo cual indica que 

se requiere una masa aproximadamente 20 veces mayor de estos 

esteroides para desplazar a la P4 , y normalmente la pregnenolona 

y la epipregnenolona no alcanzan estos niveles en la circulación 

(McKay y col, 1987 y Pearce, 1985). El antisuero a E2 mostró una 

mayor especificidad, ya que sólo cruzó un 3.5 % con estrena y 0.1 

% con estriol, lo que implica que se requieren concentraciones de 

hasta 26 y 50 veces más respectivamente. 

La obtención de este material permitio desarrollar, estandarizar 

y validar dos sistemas de RIA cuya sensibilidad es suficiente 

para cuantificar, en 100 y 500 µl de suero, concentraciones 

circulantes de P 4 y E2 que abarcan el intervalo de 0.05 a 3.2 

ng/ml para la primera y de 0.5 a 32.0 pg/ml para E2 . Los parame

tros del control de calidad para ambos RIAs son similares a los 

descritos en la literatura (Henricks y col. 1971 , Wiseman y col, 

1982) y satisfacen los criter ios requeridos para este tipo de 

métodos. Asi, el porcentaje de repetitibilidad fué de 89.1 y 

94.9% y de reproducibilidad de 87.2 y 89.6 % para P4 y E2 respec-
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antisueros contra P4 el porcentaje de reacción cruzada no excedió

de 4.5 % para pregnenolona y epipregnenolona, lo cual indica que

se requiere una masa aproximadamente 20 veces mayor de estos

esteroides para desplazar a la P4, y normalmente la pregnenolona

y la epipregnenolona no alcanzan estos niveles en la circulación

(HcRay y col, 1987 y Pearce, 1985). El antisuero a E2 mostró una

mayor especificidad, ya que sólo cruzó un 3.5 % con estrona y 0.1

% con estriol, lo que implica que se requieren concentraciones de

hasta 26 y 50 veces más respectivamente.

La obtención de este material permitio desarrollar, estandarizar

y validar dos sistemas de RIA cuya sensibilidad es suficiente

para cuantificar, en 100 y 500 nl de suero, concentraciones

circulantes de P4 y E2 que abarcan el intervalo de 0.05 a 3.2

ngƒml para la primera y de 0.5 a 32.0 pg/ml para E2. Los parame-

tros del control de calidad para ambos RIAs son similares a los

descritos en la literatura (Henricks y col. 1971, Wiseman y col,

1982) y satisfacen los criterios requeridos para este tipo de

metodos. Asi, el porcentaje de repetitibilidad fue de 89.1 y

94.9% y de reproducibilidad de 87.2 y 89.6 % para P¿ y E2 respec-
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tivamente; estos porcentajes caen dentro de los valores estable

cidos para este tipo de metodologías (Chard, 197 8 y Ray, 1985). 

Los resultados obtenidos al ana l izar los niveles c irculantes de 

P4 y E2 en el suero de vacas y cabras, muestran que con el empleo 

de los sistemas de RIA desarrollados y estandarizados en la 

presente tesis, es posible cuantificar y distinguir las fluctua

ciones fisidógicas que exhiben ambas hormonas durante los 

diferentes estadios reproductivos de esas especies. 

Así y como se resume en el cuadro 2, para el ca s o de la vaca 

durante el estro, las concentraciones de P4 son semejantes a las 

reportadas por otros autores (Stabenfeldt y col, 19 69; Donalson y 

col, 1970; Glencross y col, 1973¡ Lemon y col, 1975; Davidge y 

col, 1987¡ Prakash y col, 1987; Byerley y col, 1987 y Knutson y 

Allrich, 1988); mientras que las de E2 durante este mismo perio

do, coinciden con algunos (Henricks y col, 1971; Shemesh y col, 

1972; Dobson y col, 1974; Kanchev y col, 1976 y Mattew y Steven

son, 1986), pero no todos los estudios referidos en ese cuadro. 

La diferencia con estos últimos trabajos puede explicarse por la 

elevada inmunoreactividad cruzada (50 % con 17 a estradiol y 

estrona) del antisuero empleado (Nessan y King, 198 1); o bien por 

el diseño del estudio (muestras c/2 horas) que permite detectar 

el aumento progresivo que va desde 10 pg/ml hasta el pico máximo 

de 25 pg/ml (Lemon y col, 1975) . 

Las concentraciones de P4 durante la fase lútea en la vaca aqui 

reportadas, son practicamente similares a las informadas por la 

mayoría de los autores referidos en el cuadro 2 (McCracken, 1963, 
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tivamente; estos porcentajes caen dentro de los valores estable-

cidos para este tipo de metodologías (Chard, 19?E y Ray, 1985).

Los resultados obtenidos al analizar los niveles circulantes de

F4 y E2 en el suero de vacas y cabras, muestran que con el empleo

de los sistemas de RIA desarrollados y estandarizados en la

presente tesis, es posible cuantificar y distinguir las fluctua-

ciones fisidógicas que exhiben ambas hormonas durante los

diferentes estadios reproductivos de esas especies.

Así y como se resume en el cuadro 2, para el caso de la vaca

durante el estro, las concentraciones de F4 son semejantes a las

reportadas por otros autores (Stabenfeldt y col, 1969; Donalson y

col, 1970; Glencross y col, 1973; Lemon y col, 1975; Davidge y

col, 1907; Prakash y col, 1987; Byerley y col, 198? y Knutson y

Allrich, 1938); mientras que las de E2 durante este mismo perio-

do, coinciden con algunos (Henricks y col, 19?l; Shemesh y col,

1972; Dobson y col, 19?4; Kanchev y col, 1976 y Hattew y Steven-

son, 1986), pero no todos los estudios referidos en ese cuadro.

La diferencia con estos últimos trabajos puede explicarse por la

elevada inmunoreactividad cruzada (50 % con 1? c estradiol y

estrona) del antisuero empleado (Nessan y King, 1951); o bien por

el diseño del estudio (muestras c/2 horas) que permite detectar

el aumento progresivo que va desde 10 pg/ml hasta el pico máximo

de 25 pgjml (Lemon y col, 1975).

Las concentraciones de F4 durante la fase lútea en la vaca aqui

reportadas, son practicamente similares a las informadas por la

mayoria de los autores referidos en el cuadro 2 (HcCracken, 1953,
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Stabenfeldt y col. 1969, Donaldson y col, 1970 y Henricks y col., 

1971). Sin embargo, son discretamente menores a las reportadas 

por Walter y col, 1984, y mayores a las informadas por Vadhat y 

col, 1981, Wiseman y col, 1982 y Knutson y Allrich, 1988. Ademas, 

los niveles circulantes de P4 que se determinaron, correlacionan 

con el número de cuerpos lÚteos detectados por palpación rectal. 

Aunque no conocemos estudios semejantes en la vaca, estas obser

vaciones coinciden con reportes previos realizados en la oveja 

(Short y Rowell en 1962 y Thorburn y col. en 1969) y con la 

sugerencia de que la concentración de P4 circulante depende de la 

cantidad de tejido lúteo (Thorburn y col, 1969 y Romero y col, 

1989). Durante esta misma fase los valores promedio de E2 son 

comparables a los obtenidos por Henricks y col, 1971 (cuadro 3). 

En este mismo cuadro puede observarse que Walter y col, 1984, y 

Shaumade y López, 1982, encuentran valores mayores. Esta diferen

cia obedece quizá a razones metodológicas, asi como a la variabi

lidad biológica implicita en las razas estudiadas por esos au

tores. 

Los resultados obtenidos en esta tesis confirman estudios ahora 

clásicos que muestran que los niveles de P4 aumentan conforme 

avanza la gestación, alcanzando su valor máximo durante el octavo 

mes para disminuir posteriormente durante el periodo periparto 

(Short, 1958; Donaldson y col. en 1970). Aunque en esta tesis se 

observó que alrededor del séptimo mes los niveles de P4 tienden a 

disminuir, este decremento no es significativo y probablemente es 

consecuencia del pequeño número de animales muestreados durante 

ese lapso. Ademas, los niveles promedio de P4 de todo el periodo 
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Stabenfeldt y col. 1959, Donaldson y col, 19T0 y Henricks y col.,

19?1). Sin embargo, son discretamente menores a las reportadas

por Walter y col, 1984, y mayores a las informadas por ïadhat y

col, 1951, Wiseman y col, 1992 y Knutson y Allrich, 1955. Ademas,

los niveles circulantes de F4 que se determinaron, correlacionan

con el número de cuerpos lúteos detectados por palpación rectal.

Aunque no conocemos estudios semejantes en la vaca, estas obser-

vaciones coinciden con reportes previos realizados en la oveja

(Short y Rowell en 1952 y Thorburn y col. en 1959] y con la

sugerencia de que la concentración de F4 circulante depende de la

cantidad de tejido lúteo [Thorburn y col, 1959 y Romero y col,

1959). Durante esta misma fase los valores promedio de E2 son

comparables a los obtenidos por Henricks y col, l9?1 (cuadro 3).

En este mismo cuadro puede observarse que Walter y col, 1954, y

Shaumade y López, 1952, encuentran valores mayores. Esta diferen-

cia obedece quiza a razones metodológicas, asi como a la variabi-

lidad biológica implícita en las razas estudiadas por esos au-

tores.

Los resultados obtenidos en esta tesis confirman estudios ahora

clásicos que muestran que los niveles de F4 aumentan conforme

avanza la gestación, alcanzando su valor maximo durante el octavo

mes para disminuir posteriormente durante el periodo periparto

(Short, 1955; Donaldson y col. en 19?0]. Aunque en esta tesis se

observó que alrededor del septimo mes los niveles de F4 tienden a

disminuir, este decremento no es significativo y probablemente es

consecuencia del pequeño número de animales muestreados durante

ese lapso. Ademas, los niveles promedio de F4 de todo el periodo
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cual pudo influir en sus elevados niveles detectados. 

Los resultados anteriores muestran claramente que los RIAs desa 

rrollados en la presente tesis, permitieron evaluar satisfacto

riamente los niveles de P4 y E2 en suero de vacas durante el 

estro, la fase lútea y la gestación. 

Por otra parte, el valor promedio de P4 en cabras durante el 

último tercio de la gestación (90 - 150 días), es semejante al 

informado por otros autores (vease cuadro 2). Igualmente, durante 

el periodo periparto (140 - 145 días) los niveles de esta hormona 

disminuyen significativamente. Este hallazgo confirma estudios 

previos de otros autores (Irving y col, 1972, Thorburn y Schneid

er, 1972; Umo y col, 1976), y coincide con la hipotesis de López, 

1990, en la que se plantea el aumento progresivo de la progeste

rona en cabras durante el último tercio de gestación y la dismi

nución de esta hormona en el periodo periparto. 

En cuanto a los niveles de E2 fueron evaluados solamente en el 

periodo periparto ya que en la etapa previa (90-120 días), no se 

han observado cambios significativos, obten iendose un valor 

promedio de 55.1 ± 8.1 pg/ml. Este valor es semejante al encon

trado por Dhindsa y col., 1981 determinado en cabras pigmeas. 

Por otra parte Umo y col., 1976 reportaron valores más elevados 

que el presente trabajo; esto se puede explicar en base a que la 

cuanti ficación de la hormona la realizaron en sangre de la vena 

uterina y no en la vena yugular como en esta tesis o bien a las 

diferentes razas de los animales estudiados. 
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Los resultados anteriores muestran claramente que los R1As desa
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riamente los niveles de F4 y E2 en suero de vacas durante el
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For otra parte, el valor promedio de F4 en cabras durante el

último tercio de la gestación (90 - 150 dias), es semejante al

informado por otros autores (vease cuadro 2). Igualmente, durante

el periodo periparto (140 - 145 dias) los niveles de esta hormona

disminuyen significativamente. Este hallazgo confirma estudios

previos de otros autores (Irving y col, 1972, Thorburn y Schneid-

er, l972; Umo y col, 1976), y coincide con la hipótesis de López,

1990, en la que se plantea el aumento progresivo de la progeste-

rona en cabras durante el último tercio de gestación y la dismi-

nución de esta hormona en el periodo periparto.

En cuanto a los niveles de E2 fueron evaluados solamente en el

periodo periparto ya que en la etapa previa (90-120 dias), no se

han observado cambios significativos, obteniendose un valor

promedio de 55.1 ± 8.1 pglml. Este valor es semejante al encon-

trado por Dhindsa y col., 1981 determinado en cabras pigmeas.

For otra parte Umo y col., 1975 reportaron valores más elevados

que el presente trabajo; esto se puede explicar en base a que la

cuantificación de la hormona la realizaron en sangre de la vena

uterina y no en la vena yugular como en esta tesis o bien a las

diferentes razas de los animales estudiados.
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Los resultados anteriores muestran que la cuantificación de los 

niveles circulantes de P4 y E2 en cabras gestantes durante el 

último tercio y el periodo periparto, son confiables y este es 

uno de los pocos trabajos que se ha reportado hasta ahora. 

Este estudio permitió mostrar la importancia de obtener antisue 

ros especificos para progesterona y estradiol así como, la imple

mentación y estandarización de un RIA, para determinar los per

files hormonales en diferentes estados reproductivos de vacas y 

cabras. 
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Los resultados anteriores muestran que la cuantificación de los

niveles circulantes de F4 y E2 en cabras gestantes durante el

último tercio y el periodo periparto, son confiables y este es

uno de los pocos trabajos que se ha reportado hasta ahora.

Este estudio permitió mostrar la importancia de obtener antisue

ros especificos para progesterona y estradiol asi como, la imple-

mentación y estandarización de un RIA, para determinar los per-

files hormonales en diferentes estados reproductivos de vacas y
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8. CONCLUSIONES 

Se obtuvieron los anticuerpos QKP5 y QKP6 contra P 4 y 

para E2 , el QKEc, los que presentaron una alta 

especificidad. 

Se estandarizó el RIA para cuantificar P 4 y E2 con 

una alta sensibilidad. 

La determinación de los niveles circulantes de P 4 y 

E2 mediante la técnica estandarizada permitió diferenciar 

en suero de vacas y cabras las fases de estro, lútea y de 

gestación. 

La confiabilidad de los RIAs se corroboró al comparar los 

niveles hormonales aquí determinados con otros autores. 

Con lo anterior, queda establecido que los antisueros 

obtenidos aquí pueden ser empleados para desarrollar y 

estandarizar ademas del RIA otras técnicas inmunométricas. 

Finalmente la versatilidad de estos antisueros hacen 

económicamente redituable su utilización en el 

laboratorio. 
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B. CONCLUSIONES

- Se obtuvieron los anticuerpos QKF5 y QKF5 contra P4 y

para E2, el QKEc, los que presentaron una alta

especificidad.

- Se estandarizó el RIA para cuantificar F4 y E2 con

una alta sensibilidad.

- La determinación de los niveles circulantes de F4 y

E2 mediante la tecnica estandarizada permitió diferenciar

en suero de vacas y cabras las fases de estro, lútea y de

gestación.

La confiabilidad de los RIAs se corroboró al comparar los

niveles hormonales aqui determinados con otros autores.

Con lo anterior, queda establecido que los antisueros

obtenidos aqui pueden ser empleados para desarrollar y

estandarizar ademas del RIA otras técnicas inmunometricas.

Finalmente la versatilidad de estos antisueros hacen

económicamente redituable su utilización en el

laboratorio.
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9. ANEXO. EL RADIOINMUNOANALISIS. 

9.1. ANTECEDENTES HISTORICOS. 

Es indiscutible que el desarrollo conceptual y práctico de los ~ 

métodos analíticos llamados genericamente "Ensayos o análisis de 

saturación", representó en su momento una verdadera revolución 

tecnológica con importantes repercusiones en el campo de las 

ciencias biológicas y muy especialmente en las ciencias médicas 

(Yalow, 1978). 

El radioinmunoanálisis (RIA) es una variante de estos métodos y 

sus antecedentes se remontan a los trabajos pioneros de Yalow y 

Berson en 1960, quienes introdujeron el método por primera vez, 

cuantificando la insulina en plasma de pacientes diabeticos 

(Yalow y Berson, 1959). 

El explosivo desarrollo de esta técnica analítica la ha converti

do en una herramienta de uso general en las diversas áreas de 

investigación biomédica y diagnostico clínico. Entre las sustan

cias analizadas hasta ahora por RIA se encuentran las hormonas 

proteicas, las hormonas esteroides y un gran número de sustancias 

no hormonales, como se muestra en el cuadro 12. 

9.2. BASES CINETICAS DEL RIA. 

La ley de acción de masas establece que la velocidad de reacción 

de los reactantes es proporcional a los productos de los reac

tantes elevadas a una potencia igual a su coeficiente en la 

ecuación balanceada de la reacción. 

Para la reacción general de Ag-Ac en el equilibrio (si la reac-
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9. ANEXO. EL RADIOINHUNOANALIBIB.

9.1. ANTECEDENTES HISTORICOS.

Es indiscutible que el desarrollo conceptual y práctico de los

metodos analíticos llamados genericamente "Ensayos o analisis de

saturación", representó en su momento una verdadera revolución

tecnológica con importantes repercusiones en el campo de las

ciencias biológicas y muy especialmente en las ciencias medicas

(Yalow, 1975).

El radioinmunoanálisis (RIA) es una variante de estos métodos y

sus antecedentes se remontan a los trabajos pioneros de Yalow y

Berson en 1950, quienes introdujeron el método por primera vez,

cuantificando la insulina en plasma de pacientes diabeticos

(ïalow y Berson, 1959).

El explosivo desarrollo de esta técnica analítica la ha converti-

do en una herramienta de uso general en las diversas areas de

investigación biomédica y diagnostico clinico. Entre las sustan-

cias analizadas hasta ahora por RIA se encuentran las hormonas

proteicas, las hormonas esteroides y un gran número de sustancias

no hormonales, como se muestra en el cuadro 12.

9.2. BASES CINETICAS DEL RIA.

La ley de acción de masas establece que la velocidad de reacción

de los reactantes es proporcional a los productos de los reac-

tantes elevadas a una potencia igual a su coeficiente en la

ecuación balanceada de la reacción.

Para la reacción general de Ag-Ac en el equilibrio (si la reac-
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CU.ADRO 12 

HORtvONAS PET 1D1 CAS HORl'vONAS NO PEPTIDICAS 

H. Hipofisiarias H. Tiroideas 

H. de Crecimiento Tiroxina (T4 ) 

H. Adrenocorticotr6pica Triyodotironina (T 3 l 

H. Es t i mu 1 ante de l os 
Melanocitos 

H. Estimulante de la 
Tiroides 

rT 3 (reversa) 

Esteroides 

H. foliculo Estimulante Aldosterona 

H. Luteinizante Corticosteroides 

Prolactina Estrogenos 

Vasopresina Progestagenos 

Oxitocina Androgenos 

H. Cori6nicas Prostaglandinas 

H. Pancre§.t icas Aminas biológic a s 

H. Vasoactivas Serotonina 

H. Gastrointestinales Melatonina 

SUSTANCIAS 
NO HORtvONALES 

Drogas y Vitami nas 

Glicosidos cardi ac os 

Antibi6ticos 

Vitamina A 

Acido f6l ico 

Enzimas 

CI esterasa 

Plasmin6geno s 

Carobixipeptidasa 

Vi rus 

Antigen o s tumorales 

Proteinas séricas 

LISTA PARCIAL DE ALGUNAS SUSTANCIAS ANALIZADAS POR RIA. 
Datos orig nal es tornados de (Yalow, 1978). 

CUADRO l2

HORMDNAS PETIDICAS HORMDNAS NO PEPTIDICAS SUSTANCIAS
NO HOHWÚNALES

H,_Hipofisiarias H4 Iiroideas Drogas y Vjtamrnas

H. de Crecimiento Tiroxina (T4) Olicosidos cardiacos

H. Adrenocorticotrópica Triyodotironina (Tal Antibióticos

H. Estimulante de los rT3 (reversa) Vitamina A
Melanocitos

H. Estimulante de la Esteroides Acido fólico
Tiroides

H. Foliculo Estimulante Aldosterona Enzimas

H. Luteinizante Corticosteroides Cl esterasa

Prolactina Estrogenos Plasminógenos

Vasopresina Progestagenos Carobixipeptidasa

Oxitocina Androgenos Virus

H- C.sf.ififlisH-i E.re=u_a_s1Hfldiflfls f_'ì-i1H_s,-=-=_fi_ re.- um1s_ffll_s§
H. Pancreãtiças Aminas biológicas Proteinas sórjcss

H. Vasoactivas Serotonina

H. Gastrointestinales_ Melatonina

LISTA PARCIAL DE ALGUNAS SUSTANCIAS ANALIZADAS POR RIA.
Datos orignales tomados de lïalow, 1978].



ción es mol a 

Ag + Ac 

mol) se tiene 

----------------> 
<----------------

lo siguiente: 

Ag-Ac 

En el equilibrio, la relación de los productos de las concentra

ciones en ambos lados de la ecuación será una constante, la cual 

se designa como K. 

(Ag - Ac] 

-------------- K 

(Ag] (Ac) 

En esta ecuación (Ag], (Ac) y (Ag-Ac) son las concentraciones de 

Antigeno libre, Anticuerpo libre y el complejo Antigeno-Anticuer

po respectivamente y la K es la constante de afinidad, siendo sus 

unidades litros/mol. 

La conclusión que se puede derivar de esta ecuación es, que dada 

una cantidad constante de proteina fijadora (Ac) con un valor 

fijo de K, la relación de lo unido a lo libre en el equilibrio, 

estará cuantitativamente relacionado a la cantidad total del 

ligando (Ag) presente. Este es el principio básico de todos los 

ensayos de unión (RIA, ELISA, CPBA, IRMA, etc) (Chard, 1978) . 

Cuando una cantidad dada de Ag y Ac se dejan reaccionar juntos 

hasta alcanzar el equilibrio forman un complejo Ag-Ac junto con 

la proporción de Ag y Ac que quedan libres (F). Si se mantiene 

constante la cantidad de Ac, pero se aumenta la cantidad de Ag, 

entonces en el equilibrio la cantidad del complejo Ag-Ac (B) 

aumenta, y tambien aumenta relativamente la fracción libre (F) de 

Ag, lo que da una relación B/F más baja. 
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ción es mol a mol) se tiene lo siguiente:

Ag + Ac ----------------> Ag-Ac
< ----------------

En el equilibrio, la relación de los productos de las concentra-

ciones en ambos lados de la ecuación será una constante, la cual

se designa como H.

[A9 _ AC]
______________ = K

[A9] [HG]

En esta ecuación [Ag], [Ac] y [Ag-Ac] son las concentraciones de

Antigeno libre, Anticuerpo libre y el complejo Antigeno-Anticuer-

po respectivamente y la K es la constante de afinidad, siendo sus

unidades litrosƒmol.

La conclusión que se puede derivar de esta ecuación es, que dada

una cantidad constante de proteína fijadora (Ac) con un valor

fijo de K, la relación de lo unido a lo libre en el equilibrio,

estara cuantitativamente relacionado a la cantidad total del

ligando (Ag) presente. Este es el principio basico de todos los

ensayos de unión (RIA, ELISA, CFEA, IRMA, etc) (Chard, 1975).

Cuando una cantidad dada de Ag y Ac se dejan reaccionar juntos

hasta alcanzar el equilibrio forman un complejo Ag-Ac junto con

la proporción de Ag y Ac que quedan libres (F). Si se mantiene

constante la cantidad de Ac, pero se aumenta la cantidad de Ag,

entonces en el equilibrio la cantidad del complejo Ag-Ac (B)

aumenta, y tambien aumenta relativamente la fracción libre (F) de

Ag, lo que da una relación B/F más baja.
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Si se ponen a competir por una cantidad fija de anticuerpo dos 

poblaciones en exceso de Ags (Ag, Ag*) con la misma afinidad por 

el Ac pero diferenciables entre sí, se producirá entonces un 

equilibrio como el siguiente: 

Ag* + Ag + Ac ------------> AcAg* + AcAg + Ag* + Ag 

<------------

Si la población de Ag* se mantiene constante, y la de Ag se 

incrementa, la segunda tendrá más probabilidades de unirse al Ac, 

disminuyendo la fracción de Ac-Ag* e incrementandose la fracción 

de Ag*. Una de las formas más comunes de marcar el Ag* es la 

incorporación de radioisótopos a su molécula (Chard, 1978). 

Elementos del RIA. 

En el RIA se utilizan los siguientes componentes fundamentales: 

Antígeno iA9.J.__: Se considera que un antígeno es toda aquella 

sustancia que puede estimular la producción de anticuerpos cuando 

se aplica a un animal de prueba, y que reacciona especificamente 

con los anticuerpos producidos. 

Hapteno: Con este nombre se designa a un grupo de sustancias de 

bajo peso molécular que a diferencia de los antígenos naturales 

cuando son inyectados a un animal no inducen la formación de 

anticuerpos, pero pueden reaccionar con anticuerpos específicos. 

Para que un hapteno pueda inducir la f ormacion de anticuerpos es 

necesario que se encuentre unido a una proteína, polipéptido u 

otra sustancia de alto peso molécular. 
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Si se ponen a competir por una cantidad fija de anticuerpo dos

poblaciones en exceso de Ags (Ag, Agfj con la misma afinidad por

el Ac pero diferenciables entre sí, se producirá entonces un

equilibrio como el siguiente:

ag* + Ag + aa ------------> Aang* + Aang + Ag* + Ag

< ------------

Si la población de Ag* se mantiene constante, y la de Ag se

incrementa, la segunda tendra mas probabilidades de unirse al Ac,

disminuyendo la fracción de Ac-Ag* e incrementandose la fracción

de Ag*. Una de las formas mas comunes de marcar el Ag* es la

incorporación de radioisótopos a su molécula (Chard, 1979].

Elementos del RIA.

En el RIA se utilizan los siguientes componentes fundamentales:

Antigeno jAql: Se considera que un antígeno es toda aquella

sustancia que puede estimular la producción de anticuerpos cuando

se aplica a un animal de prueba, y que reacciona especificamente

con los anticuerpos producidos.

flapteno: Con este nombre se designa a un grupo de sustancias de

bajo peso molecular que a diferencia de los antígenos naturales

cuando son inyectados a un animal no inducen la formación de

anticuerpos, pero pueden reaccionar con anticuerpos específicos.

Fara que un hapteno pueda inducir la formacion de anticuerpos es

necesario que se encuentre unido a una proteína, polipeptido u

otra sustancia de alto peso molecular.
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Anticuerpo ..(AQ}_: Es una proteina del grupo de las inmunoglobuli

nas (Igs), que reacciona en forma especifica contra un Ag. Cada 

molécula de Ig activa esta compuesta de 4 cadenas: dos cadenas 

ligeras (L) idénticas entre si y dos cadenas pesadas (H) tambien 

idénticas. Tanto la ligera como la pesada tienen dos regiones de 

acuerdo a su estructura y función: la región variable (v) y la 

constante (c). La región v se llama asi porque su secuencia de aa 

varia incluso en Ac de la misma clase; por el contrario, la 

secuencia de aa de la región c, es igual en cada una de las 

diferentes clases de Ac. Las Igs se clasifican en tres niveles 

sucesivos de fineza y resolucion. La primera subdivisión separa a 

estas proteinas en base a las estructuras y diferencias inmuno

quimicas para dar como resultado a 5 tipos llamados isotipos 

(IgG, IgA, IgM, IgD e IgE) . La segunda es cuando cada uno de los 

isotfpos se dividen en subgrupos llamados alotipos. Las diferen

cias alotipicas son variaciones menores de aa observadas de un 

individuo a otro, esto es hay formas alélicas con un isotipo. El 

tercer nivel de clasificación es llamado idiotipos, las cuales 

son variaciones estructurales que se dan cerca del sitio de unión 

al ligando, dependen de diferencias especificas de clonas de 

células productoras de Igs (Bach, 1984). 

Ligando radiactivo ~: Es el antigeno radiactivo que va a 

competir con el Ag "fr!o 11 o no marcado por los sitios de acopla

miento al anticuerpo o ligando. 

Eficiencia del RIA. 

Para que un RIA sea más eficiente, se deben considerar los si-
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guientes puntos (Chard, 1978): 

a) La dilución del Ac debe ser tal, que permita unir un 30-50% de 

Ag* en ausencia de Ag no marcado. 

b) El comportamiento del Ag* debe ser indistinguible del Ag frio 

y debe ser tan puro como sea posible y de suficiente actividad 

especifica (A. E.= radiactividad/ masa), para que sea detectable 

y contenga el minimo de masa (generalmente entre 6000 y 10000 

cuentas por minuto y menos de 100 pg/ml, según la eficiencia del 

detector) . 

c) El comportamiento del Ag (de la curva estandar) y el Ag 

contenido en las muestras problema, deben ser semejantes, o 

sea que deben ser capaces de competir con la misma eficacia 

por el sitio de unión del Ac, e impedir la unión del Ag* al 

Ac y por lo tanto la formación del complejo Ag*-Ac. 

d) La temperatura adecuada para la reacción es de 4 e durante 

24-48 horas, con el objeto de tener mayor sensibilidad y 

estabilidad en la reacción. 

e) El sistema de separación de la fracción unida y la libre debe 

ser el óptimo como es el caso del carbón cubierto de dextran o 

proteinas, o de un segundo anticuerpo. 

9.3. ISOTOPOS RADIOACTIVOS. 

Un radioisótopo es un átomo inestable, el cual en un tiempo dado 

se desintegrará y emitirá partículas subatómicas en la forma de 

radiación en ondas electromagnéticas . Estas partículas y/o ener

gia se miden en un sistema apropiado de detección. 
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a) La dilución del Ac debe ser tal, que permita unir un 30-50% de

Ag* en ausencia de Ag no marcado.

b) El comportamiento del Ag* debe ser indistinguible del Ag frio

y debe ser tan puro como sea posible y de suficiente actividad

específica (A. E.= radiactividad ƒ masa), para que sea detectable

y contenga el minimo de masa (generalmente entre 6000 y 10000

cuentas por minuto y menos de 100 pgƒml, según la eficiencia del

detector).

c) El comportamiento del Ag (de la curva estandar) y el Ag

contenido en las muestras problema, deben ser semejantes, o

sea que deben ser capaces de competir con la misma eficacia

por el sitio de unión del Ac, e impedir la unión del Ag* al

Ac y por lo tanto la formación del complejo Ag*-Ac.

d) La temperatura adecuada para la reacción es de 4 C durante

24-43 horas, con el objeto de tener mayor sensibilidad y

estabilidad en la reacción.

e) El sistema de separación de la fracción unida y la libre debe

ser el óptimo como es el caso del carbón cubierto de dextran o

proteínas, o de un segundo anticuerpo.

9.3. ISOTOPOS RADIOACTIVOS.

Un radioisótopo es un átomo inestable, el cual en un tiempo dado

se desintegrará y emitirá particulas subatómicas en la forma de

radiación en ondas electromagnéticas. Estas particulas y/o ener-

gía se miden en un sistema apropiado de detección.
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Una característica importante dentro de los isótopos es su vida 

media, que es el tiempo empleado por un número de átomos ra-

dioisotópicos para des i ntegrarse dejando la mitad del número 

original. Cada isótopo se caracteriza por una vida media especi 

fica mientras mas corta es esta, mas desintegraciones ocurren en 

un tiempo dado (Chard, 1978). 

En este trabajo se utilizo como isótopo al Tritio ( 3H). Sus 

características y las de otros radioisótopos se muestran en el 

cuadro 13. 

CUADRO No.13 RADIOISOTOPOS MAS UTILIZADOS COMO MARCADORES EN EL 
RIA. 

ISOTOPO VIDA MEDIA ENERGIA DETECCION 
----------------------------------------------------------------3H 12.26 a B Liquido de centelleo 
14c 5730 a B " 57co 270 d 1 Cristal de centelleo 
75se 120.4 d T " 125I 60 d f y B " 131I 80 d ~ y B " 
a:años; d:dias; B:emisión beta; t:emisión gamma (Ray, 1985). 

La detección y cuantificación de un isótopo en ?n RIA se realiza 

en un contador de centelleo. El tipo de contador utilizado de-

pende de la naturaleza de la radiación emitida¡ por ejemplo: se 

empleará un contador de emisión beta (B) cuando se trabaje con 

isótopos como el 3H o el 14 c y cuando el detector es de rayos 

gamma (~) se utilizan isótopos como el 13l o el l25I. Las parti-

culas B tienen un bajo poder penetrante se encuentra en la mate-

ria y solo se pueden detectar cuando el isótopo en un solvente 

aromático, junto con una sustancia tambien aromática que tenga la 

propiedad de fluorescer cuando es excitada por una 
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radiación ionizante. El mas utilizado es el (PPO) 2,5-

difeniloxasol (Chard, 1978). 

9.4. ESTANDARIZACION Y CONTROL DE CALIDAD DEL RIA •. 

Para lograr estos propositos de la estandarización se requieren 

los siguientes requisitos: (Chard, 1978) 

Sensibilidad: se refiere a la cantidad mas pequeña de Ag no 

marcado que puede ser detectado. La sensibilidad máxima depende 

de la afinidad del Ac y se obtiene cuando la concentración del Ag 

marcado es insignificante, y la del Ag no marcado o frío se 

aproxima a cero. Una de las ventajas del RIA, es la alta sensibi

lidad que resulta de la interacción Ag-Ac y hace posible medir 

concentraciones de Ag en el orden de 10-9 a lo-12 gramos. 

Especificidad: se define como el grado de interferencia creado 

por sustancias diferentes a la que se desea medir. La especifici

dad del Ac es influida por que la heterogeneidad del antisuero, 

reactividad cruzada con Ag similares o moléculas que puedan 

ocupar los sitios inmunoreactivos, y la interferencia de la 

reacción debida al bajo peso molecular del material que altera el 

medio o las condiciones de la reacción. 

Exactitud: es el grado de coincidencia entre la medición experi

mental de una sustancia con el valor de la medición estandar o de 

referencia. Para poder evaluarlo se comparan los resultados 

obtenidos en un número de ensayos semejantes. 

Precisión: es el grado de similitud en las mediciones repetidas 

de una misma muestra y se valora cuantitativamente por medio de 
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la desviación estandar de una serie de mediciones y es expresada 

en termines de repet i tibilidad y/o reproducibilidad. 

a) La repetitibilidad es la precisión de un método expresada como 

la con cordancia de los valores obtenidos de determinaciones 

independientes llevadas a cabo por un solo anal ista usando la 

misma técnica y los mismos aparatos. En este traba j o se utilizó 

para evaluar la precisión a la repetitibilidad, la cual es deter-

minada como sigue: 

Coeficiente de Variación CV= D.S. / X 

Donde: D.S . = a la desviación estandar 
de las mediciones. 

X a la media de las mediciones. 

b) La reproducibilidad es la precisión de un método expresada 

como la similitud de los valores obtenidos entre las determina-

ciones llevadas a cabo en diferentes ensayos y tambien entre 

diferentes laboratorios, realizado por diferentes analistas y con 

diferente equipo (Horwitz, 1977). 

9.5. RIA PARA ESTEROIDES . 

El RIA para hormonas esteroides (H.E.) presenta diferencias con 

otros RIAs. En primer lugar y basandose en su estructura quimica 

más sencilla, permite realizar la obtención de los estandares de 

estas ho+monas más facilmente, ya sea por purif i cación de fuentes 

naturales o por sintesis quimica. De igual forma se puede reali-
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zar el marcaje de las H.E. al incorporar a la mol~cula átomos de 

3H o 14 c que van a dar como resultado compuestos con actividad 

especifica y con ello, la sensibilidad del sistema analitico 

(Bermúdez, 1984) . 

La obtención de los Ac con afinidad para las H.E. se dificulta 

por el bajo peso molecular, al igual que por su distribución 

biológica, ya que, los esteroides se encuentran en la mayoria de 

los vertebrados. La falta de grupos quimicos que pueden provocar 

una reacción antigenica, obliga a manejar estos compuestos como 

haptenos y unirlos a moléculas que si tengan actividad inmunoló

gica tales como las proteinas, para obtener los Ac correspon

dientes (Franek, 1987). 

Como las H.E. no se unen directamente a las proteinas, es nece

sario utilizar moléculas de enlace (como el 0-carboxi-metil

hemisuccinato) que permiten la conjugación entre esteroides y las 

proteinas y de esta manera obtener los Ac contra los esteroides 

(Schall y Tenoso, 1981). 
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