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RESUMEN 

RAMOS MEZA, LAURA. Determinaci6n de niveles de la Hormona 

Luteiniz~nte (LH) por medio de Raioinmunoanálisis Hom6logo en 

cabras tratadas con diferentes dosis de Hormona Liberadora de 

Gonadotropinas (bajo la dirección de J. Gerardo Perera M., Clara 

Murcia Mejía y susana Rojas Maya). 

Se trabajó con 24 cabras mestizas, las cuales se dividieron al 

azar en 5 grupos; los grupos I (n=S), II (n=S), III (n=5) y IV 

(n=4; grupo testigo) se sincronizaron con esponjas intravaginales 

conteniendo acetato de f luorogestona (FGA) durante 9 dias. El 

grupo V (n=S) permaneció como control. Los grupos I, II y III 

recibieron una dosis única de 2, y 8 µg de GnRH, 

respectivamente, con el fin de inducir secreción de LH y cuerpo 

lüteo funcional; al grupo IV se le administró soluci6n salina 

fisiológica. Los niveles de LH fueron cuantificados por medio de 

un radioinmunoanálisis homólogo para LH caprina. El grupo I, 

respondió 2.5 veces m&s (P<0.05) que los grupos II y III 

(P>0.05). En el grupo IV, no se detectaron nivele~ de LH, 

mientras que en el grupo V s1, pero sin que estos llegaran a ser 

significativos (P>0.05). Ni un solo animal que presento niveles 

de LH, pr.esent6 cuerpo lúteo funcional, ya que no se detectaron 

niveles de progesterona durante 30 d1as posteriores al estimulo 

con GnRH; por lo cual se sugiere probar dosis más pequeñas y en 

forma repetitiva, o dosis más altas y en forma única con el fin 

de inducir el pico preovulatorio de LH, y por lo tanto cuerpo 

ló.teo funciona 1. 
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INTRODllCCION 

El conocimiento de las bases endocrinol6gicas de la 

reproducci6n y de los complejos mecanismos que regulan la 

secreción hormonal ha permitido el control reproductivo. 

En los animales domésticos el control de la reproducción 

presenta varias ventajas corno son: la reducción de los periodos 

improductivos (acortando el anestro estacional y adelantando la 

pubertad)¡ aumento en el numero de partos, disminución del 

periodo posparto, y mejoramiento genético en el hato (13). 

Para la sincronización de estros en caprinos se han 

utilizado diferentes progestágenos por v1a oral, acetato de 

melengestrol (MGA) o por vía vaginal, acetato de fluorogestona 

(FGA), y por vía intramuscular (Prostaglandina F2cr) (2, 13, 22). 

El mejoramiento en la eficiencia de sincronización de estros 

depende del patrón endocrino16gico que ocurre durante la 

inducción y sincronización del estro (5). Para una mejor 

sincronización hay que considerar la estacionalidad, la edad de 

los animales, el estado fisiológico (anestro y lactaci6n) y la 

nutrición, que es uno de los factores más importantes porque de 

éste depende la fertilidad (11). 

Los tratamientos en la sincronizaci6n de estros no 

necesariamente traen consigo la ovulación sobre todo cuando las 

he~bras presentan un anestro marcado. Para inducir la ovulación 

se debe estimular la maduración de un folículo o grupo de 

foliculos de manera que un pico natural de hormona luteinizan~e 

(LH) cause la ovulación. En la mayoria de los casos se producirá 



una secreción natural de LH como resultado de una 

retroalimentación positiva de la secreción de estrógenos por el 

fol1culo en desarrollo. En algunos casos es apropiado estimular 

la secreción de LH con la administración de GnRH o simular la 

secreción de tipo LH administrando gonadotropina coriónica 

humana (HCG) ( 13) • 

Durante la estación de anestro se ha recurrido a una 

exposición por un periodo corto de LH, GnRH o a la presencia de 

un macho para estimular la restauración permanente de la 

actividad del ciclo ovárico durante la epoca no reproductiva 

(20). 

Se ha demostrado que aplicaciones continuas de GnRH elevan 

la concentración de LH en el plasma en la estación de anestro y 

esto simula la regresión del fol1culo en crecimiento e induce la 

ovulación normal (18). 

se han utilizado diversos tratamientos con GnRH para 

inducir la ovulación en cabras (3, 16, 21, 27). 

El tratamiento con un progestágeno en la estación de 

anestro en cabras lactando, seguido de aplicaciones 

repetidas de GnRH cada 2 horas por 52 horas inducen picos 

preovulatorios de LH, estro y ovulación (16), pero la producción 

de progesterona por el cuerpo luteo es baja o no detectable 

indicando que el cuerpo luteo no es funcional (3, 7). 

Administraciones intravenosas únicas o múltiples de GnRH 

durante el anestro estacional de las ovejas estimulan el 

crecimiento folicular e inducen una ovulación normal (18, 19), 

también se ha asociado con buena fertilidad (17}. 



En forma natural, la descarga preovulatoria de 

gonadotropinas provoca la luteinización inmediata del fol1culo y 

la ovulación se produce alrededor de 20 horas después del pico 

preovulatorio de LH. En el caso de utilizar PMSG, la estimulación 

folicular es inmediata, pero el pico preovulatorio es más tardio 

y la ovulación ocurre 24 horas después del pico preovulatorio de 

LH; por lo cual, se decidio utilizar GnRH, además de que presenta 

una mínima antigenicidad. 

Las investigaciones en reproducción se han v~sto muy 

favorecidas por las técnicas de medición de las concentraciones 

de hormonas en sangre y otros liquidas corporales por medio del 

radioinmunoanálisis (RIA), el desarrollo de esta técnica 

representa el avance más significativo en los ültimos 30 anos, ya 

que permite la medición de una gran variedad de hormonas, lo que 

ha ayudado a comprender la fisiología y endocrinología de las 

diferentes especies domésticas. 

Para la determinaci6n de la hormona luteinizante, en 

otras especies, se han desarrollado RIAs homólogos (10, 23) y 

heter6logos (15), sin embargo, los más utilizados para las 

determinaciones de esta hormona en cabras han sido los 

heterólogos (3, 5, 6, a, 16, 22) ya que no se cuenta con un RIA 

homólogo para esta especie; por lo cual se realizó la validación 

de este sistema en el laboratorio. 

Actualmente el Banco de Hormonas Proteicas de origen 

animal del Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIB) de 



la Universidad Nacional Autónoma de México ha desarrollado un RIA 

de 2g Anticuerpo para LH de cabra (gLH) (24) el cual permitirá el 

desarrollo de la investigación básica y clínica de esta especie. 

La finalidad del presente estudio es la determinación de los 

niveles de LH por medio de un RIA homólogo en suero de cabras 

estimuladas con GnRH para inducir la ovulación, utilizando como 

referencia las dosis descritas en el trabajo realizado por Knight 

~ .sü,,. (1988), ya que estas dosis son utilizadas para inducir la 

liberaci6n de LH en cabras y no existen otras referencias para 

este mismo fin. 

HIPOTESIS 

Los niveles determinados por RIA homólogo serán menores a los 

reportados en RIAs heter6logos. 

OBJETIVOS 

Determinar la concentraci6n de LH por medio de un RIA 

hom6logo en cabras. 

* Encontrar la dosis óptima de GnRH para inducir ovulación 

y la presentacion de un ciclo estral normal por medio de 

determinaciones de progesterona. 



MATERIAL Y METODOB 

1.• UBZCACION DEL TRABAJO DE CAMPO: La investigación se realizó 

en el Centro de Enseñanza Práctica, Investigación y Extensión en 

Rumiantes (C.E.P.r.E.R.) de la Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia de la Universidad Nacional Autónoma de México. El cual 

se ubica en el km 29 de la Carretera Federal México-cuernavaca, 

Delegación Tlalpan, D.F., a 2760 m sobre el nivel del mar, con 

una latitud de 19 ° 13 1 , longitud oeste de 99 ° 1 1 , con una 

precipitación pluvial de 800 a 1200 mm en promedio al afio; y una 

temperatura promedio unual de 13.7 e, cuenta con un tipo de clima 

semifr1o-subhürnedo con lluvias en verano. 

El experimento se realizó en el mes de julio, cuando los animales 

se encontraban en anestro estacional. 

2.- TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES: El Centro proporcion6 24 

hembras caprinas cruzas de las razas saanen, Murciana qranadina y 

Alpina, las que se dividieron al azar en cinco grupos. A cuatro 

de ellos se les colocó esponjas intravaginales (Intervet: 

Chronogest en una corcentraci6n de 45 mg/animal) de acetato de 

fluorogestona (FGA) durante 9 dlas (26). 24 horas después de su 

retiro, los grupos I (n=S), II (n=S) y III (n=S) recibieron una 

dosis ünica de 2, 4 y 8 µg de GnRH (Intervet: Fertagyl: 

Gonadorelina 0.1 mg/rnl) respectivamente, en un volumen de o.5 ml 

de solución salina fisiológica (SSF-NaCl 0.14 M) estéril 

intravenoso. Al grupo IV (testigo sincronizado) sólo se le 

administró SSF (n=4), y al grupo V (n=5) se le consideró como el 

blanco del experimento (grupo control). No se sincronizo para ver 

la respuesta a la sincronización. 



3.- MUESTRA PARA LA DETERMINACION DE LH: Para la obtenci6n de las 

muestras, los animales se sangraron por v!a intravenosa (vena 

yugular) con agujas del namero 21G lls y las muestras 

(aproximadamente 2 ml) se colectaron en tubos Vacutainer. Una vez 

obtenidas se centrifugaron (centrifuga Sol-Bat) a 3000 rpm 

durante 15 minutos y el suero obtenido se conservó a 4 c. Al 

término del experimento, las muestras se llevaron al Laboratorio 

de Endocrinolog!a del Departamento de Reproducción de la Facultad 

de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, conservándose en 

congelación hasta su procesamiento. 

4.- TOMA DE MUESTRAS: Esta se realizó cada 15 minutos, por un 

periodo de 5 horas; 2 horas antes de la aplicación del estímulo y 

3 horas después. 

s.- RADIOINMUNOANALISIS (RIA) HOMOLOGO CON 2• ANTICUERPO EN FASE 

LIQUIDA PARA LA HORMONA L~rEINI2A..'IT2 CAPRINA (gLHJ 

Como paso inicial, para la determinación de los niveles de LH 

en suero, fue necesario el montaje del sistema analitico (RIA 

homólogo caprino), en el laboratorio; para tal prop6sito se 

procedi6 de la siguiente forma: 

A) MARCACION DE gLH: La marcación de la hormona luteinizante 

caprina (obtenida en el Banco de Hormonas Proteicas de Origen 

Animal. IIB-UNAM) se realiz6 a temperatura ambiente, con la 

técnica de cloramina T (12) utilizando como isótopo radiactivo 

NaI-125 (Amersham, actividad especifica 17.4 mci/ug). 

La hormona (2.5 µq de proteína) se disolvió en 10 ul de 

amortiguador de fosfato (PB) o.os M, pH 7.4. a lo que se le 



añadió 1 mCi de NaI-125. La reacción se inició agregando un 

agente oxidante (clorarnina T) en un volumen de 10 µl (1 mg/ml) 

disuelto en PB o.os M, pH 7.4, seguida de agitación suave durante 

30 segundos, la reacción se detuvo añadiendo un agente reductor 

(rnetabisulfito de sodio) en un volumen de 25 µl (1 mg/ml), 

finalmente se añadieron 100 ul de solución de transferencia 

(sacarosa al 16 % con yoduro de potasio al 0.01 %). La mezcla de 

la reacción se separó en una columna (0.5 X 26 cm) de Sephadex 

GS0-150, equilibrada previamente con PB o.os M, pH 7.4, y 

saturada con 2 ml de BSA al 5 % para evitar el pegado 

inespec1fico del material a la columna, la columna presentó flujo 

de 60 rnl/hora. Las fracciones obtenidas (lml), se colectaron 

(colector de fracc~ones automático Buchler) en tubos que 

contentan 1 ml de PB o.os M con albümina sérica bovina (BSA} 

al 3 t. Con el propósito de conocer el patrón de elución de la 

prote1na marcada y el Iodo libre, se tomaron 10 µl de cada 

fracción y se contaron durante 0.1 minuto en un contador de 

radiaciones gamma (Packard modelo 5110). 

El daño de las fracciones de prote1na obtenidas en la 

cromatografia durante la marcación, se evaluó mediante la 

precipitación de la proteina con ácido tricloroacético (TCA) al 

30 %. El procedimiento consistió en colocar 10 µl de cada 

fracción en tubos de 10 x 0.75 mm, se le anadieron 500 µl de 

sue.ro normal de conejo (SNC} diluido 1:400 en PB o.os M, pH 7.4 y 

500 µ1 de TCA al 30 %. La mezcla se agitó y centrifugó (Beckman

GPR) a 3000 rpm, durante 30 minutos a 4 C, después se decantó el 

sobrenadante y se contó.el precipitado. 
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B) VALIDACION DE LA HORMONA MARCADA: La validaci6n de la hormona 

se realiz6 por medio de los siguientes parámetros: 

i.- Eficiencia do maroaci6n: se calcul6 en base al iodo 

incorporado a la prote1na en relación al iodo total utilizado y 

se expres6 en porcentaje(%). 

2.- Actividad especifica: se defini6 como la radiactividad por 

unidad de masa del ligando (mci/µg), y se calcul6 dividiendo la 

cantidad de radiactividad entre los µq de proteina utilizada. 

3.- Incorporaci6n de iodo: se expresó como la cantidad de iodo 

incorporado (µmol de NaI-125) por µmol de hormona (µmolI/µmolH*)· 

C) TITULO DEL PRIMER ANTICUERPO: Con el propósito de conocer el 

titulo adecuado del primar anticuerpo para el ensayo, fue 

necesario determinar el porcentaje de unión máxima (% Bo) de cada 

una de las fracciones Otiles en la cromatografia, esto se llev6 a 

cabo con diluciones iniciales del primer anticuerpo desde 1:1000 

hasta 1:32000, 

El procedimiento experimental consistió en tomar 500 µl de 

amortiguador del ensayo (PBS-BSA l t pH 7.4), al que se le aftadi6 

200 µl de PBS-EDTA (0.02 M, pH 7.4) que contenia, la diluci6n 

correspondiente del ler anticuerpo en presencia de suero normal 

de conejo (SNC) diluido 1:400, finalmente se aftadieron 100 µl de 

solución de hormona marcada ·c~oooo cpm) y se incub6 durante 24 

horas a 4 C. Al término de la incubación se colocaron 200 µl del 

segundo anticuerpo frio (Anti IgG Conejo) diluido 1:40 en PBS, pH 

7.4 y se procedió a una segunda incubaci6n; 24 horas despu~s se 
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agregó l ml de polietilenglicol (PEG 6000) al 6 %, se centrifugó 

a JOOO rpm durante 30 minutos a 4 e, posteriormente se decant6 y 

la fracción unida se contó durante 1 minuto. La tabla I resume 

este procedimiento. 

D) CURVA ESTANCAR: Para la curva estándar se prepararon 

soluciones patrón de la hormona no marcada (hormona fria) en 

concentraciones de o. 1, o. 25. o. s, l. o, 2. o, 4. o, s. o, 16. o, 32 .o 

y 64 ng/tubo en amortiguador PBS-BSA 1%; en los tubos de reacción 

(lOx 75 mm), se coloc6 450 µl de este amortiguador, 

posteriormente se adicionaron so µl de las soluciones patr6n, 200 

µ1 del primer anticuerpo (dilución inicial 1:4000) y 100 µl de la 

hormona marcada, se procedió a una incubaci6n a 4 e durante 24 

horas. Al término se agregaron 200 µl de IgG de conejo (diluci6n 

1:40) y 24 horas después, los tubos recibieron 1 ml de PEG-6000 

(6 %), se centrifugaron y posteriormente se decantaron contándose 

la fracción unida. La tabla II resume este procedimiento. 

El apéndice I muestra la f orrna de preparar los amortiguadores 

utilizados en este sistema. 

6,- RADIOINMUNOllNALISIS EN FASE SOLIDA PARA PROGESTERONA 

Con el fin de monitorear el desarrollo del cuerpo luteo en 

cada una de las cabras, se tomaron muestras de sangre dos veces 

por semana bajo las mismas condiciones del muestreo para LH, por 

un periodo de 21 dias. 

La determinación de progesterona en suero se llevó a cabo con 

un RIA en fase sólida, ya implementado en el laboratorio (24). 
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TABLA l. 
Dilución del primer anticuerpo 

Amortiguador 1er Ab H• 2 Ab PEG 
µI µI µI µI µI 

CT 100 :'.' "' E --- --- --- ... ----.¡;: .e: 
~ s UNE 700 - - - 100 "" 200 ~ 1000 "' g E: 

1:1000 500 200 100 ... 200 C; 1000 a (') (J 

1:2000 500 200 100 
Q 

200 
Q 

1000 "' C') () () 

1:4000 500 200 100 .. 200 "i 1000 e: '-·o a 
1:8000 500 200 100 <1) 200 <1) 1000 G Q 

e: e: ~ r· 
1:16000 500 200 100 ·a 200 'O 1000 2 .J 

"ij .G 

1 :32000 500 200 100 
<1) 

200 "' 1000 ·s '1-
-O .a 
" " c: 
<_) (.) "' e: e: () 

CT = cuentas totales Ab = anticuerpo 
UNE = unión no específica H• = hormona marcada 
PEG = polietilenglicol 



TABLA 11. 
Preparación de la curva estándar 

Amortiguador 1er Ab H* 2 Ab PEG 
µI µI µI µI µI 

........ 
CT -- -- - -- - - - - -- - - - -- - e' 

UNE 700 --- - 100 oj 200 1000 ~ .... .e: CJ 
Bo 500 200 100 "'" 200 oi 1000 ~ .... 
64 ng 50 450 200 100 

C\J 
200 

.e: 1000 .... "t 
¡:: 

() C\J Q 
16 ng 50 450 200 100 Q 200 1000 '-.... 
8 ü () () 

"'" 
Q 8 

4 e: (j (') 
'() :o; (1) 

2 "(3 e: e: (1) ·a ·a 1 .Q ·¡; ·¡; ::i 

0.50 (.) (\J (\J 
e: .Q °' - ::i ::i 

0.25 (.) 
,_ 

.s ·;:: 

0.10 ng 50 450 200 100 200 1000 e: 
Q¡ 
() 

Bo = Unión máxima 



7.- ANALISIS DE LOS RESULTADOS 

Los resultados obtenidos de la secreción de LH, se analizaron 

por medio del método estadlstico Experimento Factorial (28) . 
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RESULTADOS 

VALIDACION DEL SISTEMA EN EL LABORATORIO 

A) DESARROLLO DE LA TECNICA: 

1.- Yodaci6n: Se marc6 hormona luteinizante caprina 

(gLH) con la técnica de la cloramina T modificada en el 

laboratorio y descrita en material y métodos. El patr6n 

cromatográfico obtenido en esta marcación se muestra en la figura 

60 

S2 40 

X 

E 
- c. 

<J 

20 

o Marcación 

o Precipitabilidad 

o 10 15 20 25 30 

No. de fracción (mi) 

Figura 1.- Cromatografin de exclusión molecular 
(Sephadex G-50-150 (0.5 x 26 cm.)] y precipitabilidad 

de cada una de las fracciones. 
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El primer pico que corresponde a las fracciones 5 a 10 contiene 

a la hormona marcada, el segundo pico que se refiere a las 

fracciones 11 a la 30 corresponden al iodo libre. 

Las fracciones de la cromatograf1a analizadas con TCA al 30 % 

mostraron que la parte más alta del primer pico y fracciones 

descendentes, ten!an una precipitabilidad cercana al 9-0 %, 

demostrando que en su mayoría conten1an a la proteína marcada. 

Los parámetros calculados para validar la marcación aparecen 

en el cuadro I. 

cuadro :t 

Parámetros de marcación de la hormona 
luteinizante caprina 

Par6.metroa 

Actividad especirica 155.03 µCi/µq de proteína 

Eficiencia de marcación 33.50 % 

:todo incorporado 1.012 µmol I/µ.mol B* 

µCi = microcuries, µq microgramo, µ.mol I = mioromol de Iodo, 
H* = hormona marcada 

B) TITULACION DEL PRIMER ANTICUERPO 

El patr6n de titulación del primer anticuerpo con las 

fracciones 6 y 7 de la hormona obtenidos durante la marcación 

se muestran en la figura 2; Se observa que disminuye .el 

porcentaje de unión máxima (% Bo) con el incremento de la 

dilución del anticuerpo. La fracción mostr6 una mejor 

inmunoreactividad, así que para el desarrollo del sistema se 

13 



decidió emplear una diluci6n de trabajo de 1:4000 (dilución final 

1:20000) de la fracción 7, con lo cual se obtuvo un porcentaje de 

unión máxima cercano al 50 % en el momento de la titulaci6n lo 

que nos permitió obtener la mejor sensibilidad del sistema. 

" 
'º 
o~~-..,.,~~-,-..,-~~~~~~~~~~..J 
t100 1.1000 1:2000 l4000 16000 1:32000 

Oiluci6n del 1er Ab 

Figura 2.- Curva de titulación del primer anticuerpo. 
Incubación del primer anticuerpo con diferentes 

diluciones durante 24 horas a 4 e con las 
fracciones 6 y 7 de la hormona marcada --+-- Fracción 6; --•-- Fracci6n 7 

El cuadro II resume los valores obtenidos durante la 

titulación del primer anticuerpo. 

cuadro II 
Porcentajos de unión máxima (% Bo) de J.as 

diferentes diluciones del primor anticuerpo, 
con las tracciones 6 y 7 de la hormona marcada 

Diluci6n Fracción 6 Pracci6n 7 

1er Ab % Do 

1 1000 62. 37 66.89 
1 2000 51.56 57.97 
1 4000 44.56 48.26 
1 8000 27.64 30 .. 16 
1 16000 16. 34 17.94 
1 32000 9. 35 9.90 



C) CURVA ESTANDAR:Una vez conocida la concentraci6n adecuada de 

anticuerpo, Se llevó a cabo el montaje de la curva estándar, la 

figura 3, presenta la curva obtenida con las diferentes 

concentraciones de gLH fria utilizada como estándar. Los 

valores de cada punto corresponden al promedio de 10 ensayos 

independientes, durante la determinación de LH en las muestras; 

note que la respuesta es inversa a la concentración de hormona. 

100 ,---------------~ 

BO 

60 
o 

CD ..... 
CD 

1f1. 40 . 

20 

o~.,-,...,....,,,,,.--,--,-....,,mr-.--r-rnrr..-.,--,-,-,,mr' 

0.01 O.t 10 100 

Dosis (ng/tubo) 

Figura J.- curva estándar de gLH % B/Bo vs. dosis 
(ng/tubo). Cada punto representa el valor 
promedio de 10 ensayos independientes 

y se presenta el error estándar de la 
media (SEM) 

El cuadro III resume el promedio de los valores obtenidos de cada 

una de las concentraciones utilizadas en la curva estándar en 

relación a B/Bo ± su error estándar de la media (SEM) as! corno su 
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coeficiente de'variaci6n (CV) interensayo para cada dosis. 

cuadro III 

Dosis de hormona luteinizante caprina (gLH) con 
respecto a1 porcentaje da uni6n do D/Bo y su 

correspondiente error estAndar de la media 
(BEM) y su coeficiente de 

variaci6n interensayo (CV) 

Dosis % B/Bo ± BEH cv 
(nq/tubo) ('I< Interensayo) 

64 10.03 :!" 1. 69 16.89 
32 15.02 ± o.es 5.90 
16 24.33 ± 3.76 15.45 

8 33.81 ± 3.06 9.05 
4 47.08 ± 1.27 2.67 
2 62.85 ± 7.04 11.21 
1 75.66 ± 6.03 7.97 
o.so 82.14 ± 2.51 3.05 
0.25 87.73 ± 3.34 3.81 
0.10 95.36 ± 4.67 4.90 

Ver apéndice II para c'lculos del ensayo. 

La transformación logit de los datos previamente obtenidos, 

permitieron calcular la pendiente (m), que corresponde a -1.83, 

con una ordenada en el origen (b) de 1.04 con un coeficiente de 

correlación (r) de 0.999. La fig~ra muestra la gráfica. 

-~'-,.~~,~ .. ~-.~-~-=' 
Oosis {ng/t1.1boJ 

La figura 4, muestra la curva de desplazamiento 
de gLH utilizando la transformación Logit-Log 

del porcentaje de B/Bo. Para cálculos ver 
apéndice II. 



La dosis calculada.al 50 %-de desplazamiento fue de 3.45 ng/tubo. 

El cucidro··, IV resum~ los parámetros de la curva estándar 

cuadro J:V 
Promedio (i) de los parámetros de la curva 

estándar con su correspondiente desviaci6n 
estldar (DS) y su coeficiente da variación 

(CV) 

.. B/Bo UNE 50 .. Bo Pendiente 

--
x 23.73 1.79 3.45 m = - 1.83 
os 1.63 0.42 o.35 r = o. 999 
cv 6. as 23.00 10.oe b = 1.04 

m= pendiente, r= coericiente de correlaci6n, 
b~ ordenada en el origen. 

SECRECION DE LH 

La figura s, muestra la concentración de LH promedio de cada 

grupo antes y después del estimulo con las diferentes dosis de 

GnRH. Se observa que el grupo testigo y el grupo control no 

tienen una diferencia significativa (P~0.05) en el diseño 

experimental. En el caso de la dosis de 2 µg, se tiene un 

incremento de 2.5 veces (PS0.05), y con 4 y a µg no se observa 

ninguna diferencia antes y después del estimulo, sin embargo 

existe una tendencia a incrementar los niveles hormonales. 
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Fj gura 5. secreción de LH antes y después 
del estimulo con diferentes dosis de GnRH 

El grupo I (2 µg de GnRH}, presentó un 80 % de respuesta al 

estimulo de GnRH. De manera general se observó un incremento en 

la concentración de la hormona en un periodo que fue desde los 45 

hasta los 90 minutos; así el animal 96 mostró elevación en sus 

niveles de LH a los 45 minutos después del estimulo, alcanzando 
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una concentraci6n máxima de 43.4 ng/ml. El animal 78 presentó el 

pico máximo a los 60 minutos con una concentración de 17.4 ng/ml. 

El animal 87 alcanzó el pico a los 75 minutos, siendo éste de 

16.3 ng/ml; finalmente, el animal 85 presentó el pico a los 90 

minutos, con una elevación máxima de 19.5 ng/ ml. El Cuadro V 

resume dichos resultados y la 

respuesta del grupo completo. 

figura esquematiza la 

El grupo II (4 µg de GnRH), mostró un so % de respuesta en el 

aumento en los niveles de LH. En general se puede sefialar que el 

pico de LH apareció en~re el minuto 60 hasta el 105 después del 

estimulo, es decir 15 minutos después en comparación al grupo I. 

El animal 64 mostró elevación de los niveles hormonales a los 60 

minutos después del estimulo, alcanzando una concentración 

máxima de 22.53 ng/ml; sin embargo, los animales 28 y 101, 

presentaron el pico máximo a los 75 minutos, siendo éstos de 16.4 

y 7.5 ng/ml repectivamente; finalmente, el animal 79 mostró el 

pico máximo a los 105 minutos, con una elevación de 17.5 ng/ml. 

El cuadro VI resume los valores obtenidos para cada animal y la 

figura 7 agrupa el patrón de secreción del grupo. 

El grupo III, que fue estimulado con a µg GnRH respondió en 

un 100 %. Los animales 50 y 92, mostraron elevación de los 

niveles hormonales a los 15 minutos después de administrado el 

GnRH, siendo el valor más alto de 10 y 7.8 ng/ml respectivamente; 

sin embargo el animal 74 present6 el pico máximo a los 30 minutos 

correspondiendo a 1.7 ng/ml; el animal 63 presentó el pico a los 

45 minutos, de 5.9 ng/ml; finalmente el animal 83 mostró el pico 

a los 90 minutos con una elevación de 45.5 ng/ml. Los resultados 
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se muestran gráficamente en la figura a, y se resumen en el 

cuadro VII. 

En el grupo IV (testigo con esponja), en el 100 % de los 

animales· no se detectaron niveles de LH¡ mientras que en el 

grupo V (testigo o control), el 60 % de los animales presentaron 

niveles de LH, sin sobrepasar los J. 49 ng/mi' durante todo el 

muestreo. La Figura 9 ünicamente muestra los niveles de LH del 

grupo control. 

cuadro v 
Concentraci6n de LH antes y después de la 

aplicaci6n de 2 µg de GnltH 

N• Niveles antes Pico de LH Tiempo 
de de1 ostimulo ng/ml :!: SEH (minl 

cabra nc;¡/ml :!: SEK 

96 13.6 :!: 0.07 43.4 :!: 11.e 45 

78 N.D. 17 .4 :!: 1.9 60 

·87 10.8 ± o.so 16.3 :!: 1.0 75 

es N.D. 19.S :!: 2.0 90 

N.D.= no detectado. 
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No. 

64 

2a 

101 

79 

cuadro VJ: 
Concentraci6n de 1os niveles de LH, antes y 

después de la aplicaci6n de • µg de GnRH. 

cabra Nivel antes Pico de LH Tiempo 
del estimulo nq/ml ± SEM (min.) 
nq/ml ± SEM 

12.3 ± 1.3 22.s ± 3.7 

11.2 ± 6.1 16.4 ± 2.9 

2.0 ± o.s 7.5 ± 1.3 

2.4 ± 0.3 17.5 ± a.o 

cuadro VII 
Secreción de LH en cabras, antes y ~espuis 

de la aplicaci6n de a µg de GnRH. 

N!ól: cabra nivel de LH antes pico de LH tiempo 
del estímulo. nq/ml ± SEH (min) 
(nq/ml ± BEH) 

so 4.4 ± 2.a 10.0 ± 0.3 15 

92 5.1 ± o.a 7.a ± 0.2 15 

74 o 1.7 ± 0.2 30 

63 3.0 ± 4.1 5.9 ± s.s 45 

83 10.0 ± 1.1 45.S ± 3.5 90 
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El análisis en la duración de la sec~eci6n de LH, .- en los 

grupos tratados con GnRH, se ejemplifica en el cuadr_o ~III ._ Se 

observa que existe una respuesta inversa en la duración: de' la 

secreción de LH con respecto a las dosis utilizadas.· 

CUADRO VUJ: 
Promedio de 1a duraci6n en la 

secreción de LH 

GRUPO AMPLJ:TUD 
DOSIS (hrs) 

Baja (2 µ9) 2.31 ± 0.12 

Media (4 µ9) 2.12 ± 0.32 

Alta (9 µ9) 1.7 ± 0.75 

En cuanto a la actividad ovárica, se encontró que el grupo I 

correspondiente a la dosis de 2 µg, sólo mostr6 cambios en los 

niveles de progesterona (5.04 ng/ml) el animal que no respondió 

al estimulo de GnRH. 

En el grupo II (4 µg) el animal Ng 73 se excluyó del trabajo 

por estar gestante, aunque previamente no se detectaron niveles 

de progesterona. 

El grupo III de e µg sólo una cabra presentó niveles de 

prOgesterona durante los 30 dias de muestreo posteriores al 

estimulo de GnRH, los niveles se elevaron en el d1a 7, alcanzando 

una concentración máxima de 6.81 ng/ml, y disminuyeron en el d1a 

16. 
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Las cabras restantes, incluyendo los grupos testi~os, 

presentaron niveles basales de progesterona durante los JO d!as 

posteriores al tratamiento con GnRH. 



DISCUSION 

Una de las aportaciones de este estudio, es que la 

cuantificaci6n de los niveles de LH se realizó con un 

radioinmunoanálisis (RIA) homólogo de doble anticuerpo en fase 

11quida para LH caprina, mientras que Knight (16) utilizó un RIA 

heter6logo para la especie en estudio, por lo cual se podr1a 

explicar la diferencia en la concentración de LH, como ya se ha 

informado de la especificidad de especie para las hormonas 

adenohipofisarias, además de considerarse, las condiciones de 

realización del experimento (clima, alimentación y raza), también 

es importante señalar que la aplicación de GnRH fue ünica, y 

Knight aplicó inyecciones múltiples. 

En el cuadro IX, ·se presentan los niveles de la secreción de 

LH, como respuesta a las diferentes dosis de GnRH utilizando un 

RIA hom6logo y un RIA heterólogo. 

CUADRO IX 
secreci6n de LH estimulada con diferentes dosis da 

GnRH y cuantificada por medio de un sistema 

hom6loc¡o y heter6loqo. 

SISTEMA 
DOSIS HOMOLOGO HETEROLOGO 
DE GnRH (µq) nq/ml 

2 13.60 ± 4.03 1.46 ± 0.2.7 

4 6.06 ± 3.86 2.04 ± 0.11 

8 6.90 ± 3.67 ± 0.60 
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El pretratamiento con progestágenos, antes de la aplicación 

del GnRH en pequeños rumiantes, se realiza principalmente fuera 

de la epoca reproductiva (anestro estacional) lo que resulta en 

un comportamiento astral asociado con ovulaci6n, función normal 

del cuerpo lúteo y ciclo astral de duración normal (9, 18); por 

otro lado también se aplica durante el anestro lactacional con el 

mismo fin (16). 

En el presente estudio, se muestran los resultados obtenidos 

en cabras mestizas en anestro estacional, pretratadas con el 

progestágeno FGA, a las cuales se les administró una sola dosis 

de GnRH ( 2 , 4 y 8 µg) • 

El anAlisis de la literatura mostró que no existe un estudio 

en donde se utilice a cabras sincronizadas con el progestágeno 

FGA y estimuladas con una sola dosis de GnRH como se informa en 

este trabajo, sin embargo, existen reportes, en los que 

sincronizan a las cabras con FGA y estimulan la liberaci6n de LH 

con dosis de PMSG o estradiol más GnRH (14, 21), PMSG más GnRH 

(27) y por otro lado se ha informado de la sincronización de 

cabras con FGA y estimuladas con PMSG (5, 14, 27), trayendo 

consigo la liberación de LH y estro con cuerpo lüteo funcional. 

En función de lo previamente señalado, los resultados aqui 

reportados, se comparan con el trabajo de Knight (16), quien 

trabajó en cabras, y estudios realizados en ovejas en condiciones 

fisiológicas semejantes a las de este estudio. 

Los niveles de LH secretados durante el estimulo de 2 µq de 

GnRH, mostraron una respuesta de 9 veces más a lo reportado por 

Knight (16), quien utilizando cabras en el mismo estado 

fisiológico y con la misma dosis aqui informada, con la 
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diferencia de aplicarla en cuatro inyecciones. Dato que llama la 

atención ya que la mayor1a de los reportes informan que la 

aplicación de GnRH administrado en forma de inyecciones múltiples 

inducen una mejor respuesta en la secreción de LH, muy parecida a 

la secreción que se produce en forma natural (7, 18, 20, 21, 26), 

por ejemplo el caso de Crighton (7), quien observ6 que al 

aplicar inyecciones mültiples de GnRH en ovejas en anestro 

estacional (5 inyecciones de 30 µg cada una) induce una mejor 

respuesta en la secreción de LH, siendo sus valores de 172 ± 16 

ng/ml, comparado con 98 ± 12 ng/ml, como respuesta a una sola 

aplicación de 150 µg de GnRH. 

El estudio con 4 µg de GnRH en nuestro caso mostró, una 

respuesta irregular ~n el patrón de secreción de LH ya que los 

niveles se elevaron desde 7.5 ng/ml hasta 22.s ng/ml. Estos datos 

mostraron ser 3 veces m§s que lo informado por Knight (16) , por 

otro lado, Brown fil;. a.l (4), observó que al aplicar 4.25 µg de 

GnRH en ovejas en anestro estacional, en forma mültiple (17 

aplicaciones, cada una de 0.250 µg), se elevaron los niveles de 

LH alcanzando un m~ximo de 2.2 ± 0.1 ng/ml, induciendo la 

aparición del pico preovulatorio de LH aplicando 125 µg de GnRH 

después del tratamiento inicial, elevándose los niveles hasta 

21.9 ± 1.9 ng/ml. 

Con 8 µg de factor liberador de las gonadotropinas en este 

estudio mostró una elevación de los niveles de LH desde 1.7 hasta 

45.5 ng/ml, lo que demuestra una gran variabilidad de respuesta 

de los animales, sin embargo el promedio mostr6 una respuesta de 

2 veces mayor a lo informado por Knight (16). 
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Los resultados obtenidos en este estudio muestran, que es 

necesario estudiar dosis más pequef\as para encontrar una 

respuesta dependiente de la dosis, ya que como se observó las 

dosis de 4 y a µg presentan una respuesta menor a la dosis de 2 

µg utilizada en este estudio, sugieriendo que se encuentra en 

exceso de dosis. 

Los resultados analizados de manera general mostraron que 

ninguna de las dosis utilizadas en este estudio mostró un pico 

preovultario de LH, ya que los niveles de progesterona 

determinados durante 30 d1as posteriores al estimulo de GnRH no 

se elevaron, indicando que no se formó un cuerpo lúteo funcional. 

McNatty .§.t. i\.L_ (20) cita a Mcleod fil AL.. (19) quien sef\ala que el 

tratamiento ünicamente con GnRH en ovejas en anestro estacional 

sin tratamiento previo con un progestágeno puede inducir 

ovulación, pero no estro, con la subsecuente formación de un 

cuerpo lüteo el cual no presenta una función normal, aunque s1 

provoque la elevación en la concentración de LH en suero o 

plasma; estudios publicados por McLeod gt ~ (18) en ese mismo 

año, demuestran que en ovejas en anestro estacional y 

sincronizadas previamente con FGA, y sometidas a aplicaciones de 

24, 48 y 96 µg de GnRH en forma mültiple (96 aplicaciones cada 

una de o.2so, o.sao y 1 µg/aplicaci6n) observa que cada inyección 

inducia una elevación inmediata pero transitoria de LH, siendo 

ésta más grande en las primeras 3 6 4 aplicaciones. En el d1a 4 

del tratamiento, el patrón de secreción fue el mismo, sólo que en 

la dosis de 1 µg, la secreción de LH retornaba a niveles basales 

entre cada aplicación, sin embargo todos los animales presentaron 
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pico preovulatorio de LH entre 68 y 145 ng/ml, con una duración 

de 8 a 16 horas y entre 17 a 48 horas después de iniciado el 

tratamiento. En este estudio sincronizando a las cabras con FGA 

no se obtuvo un pico preovulatorio de LH, la posible explicación 

a estos resultados puede deberse a que solamente se aplicó una 

dosis de GnRH y no dosis repetitivas del factor liberador, o 

también que las dosis utilizadas no son las adecuadas para la 

especie caprina, quizá es necesario aplicar dosis más pequefias o 

mucho mayores de GnRH para inducir pico preovulatorio de LH. 

CONCLUSIONES 

Se observa que a pesar de que se deberla obtener una mayor 

respuesta con aplicacioneS múltiples de GnRH, en este estudio se 

tiene una mayor respuesta con una s6la aplicación. Lo que puede 

sugerir es que quizá el sistema de análisis por ser homólogo 

detecta de manera más especifica a la prote1na en estudio. 

El trabajo sugiere que es necesario probar dosis más pequefias 

de GnRH para obtener una respuesta dependiente de la dosis. 

Debe enfatizarse que este estudio no permite concluir cúal es 

la dosis óptima de GnRH que provoque un pico preovulatorio de LH 

en cabras mestizas, ya que los niveles de progesterona no 

cambiaron. 

También los datos muestran que es posible administrar una 

sola dosis de GnRH y provocar picos de LH, sin embargo es 

fundamental señalar que quizá con estas dosis utilizadas de 
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manera fraccionada y repetitiva provoquen picos preovulatorios de 

LH. Otra alternativa es que el estudio permitio establecer que 

con una sola dosis se puede provocar pico de LH, estudios 

posteriores nos permitirá demostrar que una dosis mucho mayor a 

la informada aqui genere pico preovulatorio. 

La determinaci6n de los niveles hormonales de LH se realizó 

con un sistema hom6logo para la especie caprina, siendo los 

valores mayores a los determinados por un RIA heter6logo. 
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l\PENDICE I. 

Reactivos de la marcaci6n: todos los reactivo·s utilizados 

fueron de grado analitico y las s~luciones se prepararon 

utilizando agua desionizada. 

A) Amortiguador de fosfato o. S M, pH 7. 4 (PB o. s M) • 

l. Na2 HP04, se pesaron 12.78 g y se disolvieron en 190 ml de 

agua. 

2. NaH2P04, se pesaron J.45 g y se disolvieron en 50 ml de 

agua. 

se mezcló de (1) 162 ml y de (2) 38 rnl, para obtener un 

volumen final de 200 ml, y se checo el pH de la solución. 

B) Amortiguador de fosfatos, o.os M, pH 7.4 (PB o.os M) 

Se tomaron 50 ml de (A) y se agregaron 450 ml de agua. 

C) Amortiguador de fosfato salino (PBS) 

PB O. 05 M + Na el O. 14 M 

Para un litro de soluci6n se pesaron s.18 g de NaCl y se 

disolvieron en 1000 ml de PB o.os M. 

O) Amortiguador de fosfato salino más EOTA. 

Se pesaron 7.50 g de EDTA y se disolvieron en 1000 ml de PBS. 

E) Amortiguador del ensayo (PBS-BSA 1%) 

Se pesó 1 g de BSA (fracción V de Coon-Sigma) y se disolvi6 en 

100 ml de PBS. 

F) PBS-BSA O. H 

Se pesó 0.1 g de BSA y se disolvió en 100 ml de PBS. 



APENDICE II 

Calculo de los resultados del Radioinmunoanálisis (RIA) (1). 

A) Uni6n máxima o uni6n de gLH marcada (gLH*) al anticuerpo (Ab) 

en ausencia de hormona fria (gLH) 

U - UNE 
% Bo = X 100 

CT - UNE 

Donde u = unido 
UNE = unión no especifica 
CT = cuentas totales 
% Bo = uni6n máxima 

B) Uni6n de la qLH fria al anticuerpo en presencia de hormona 

marcada ( gLH*) 

B - UNE 
'I; B/Bo 

CT - UNE 
-----X 100 

Bo 

Donde B uni6n de la gLH fria al anticuerpo en 
pesencia de hormona marcada. 

UNE = unión no especifica. 
CT = cuentas totales. 

C) Transformación log1stica: 

Donde ln 

Logit y = ln 100 - 'I; B/Bo 

t B/Bo 

logaritmo natural 
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