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RESUMEN 

. . ' 

MORENO FUENTES IRERY _YAKJMO DEBIJLLRMAH. Me.iabolismo de progesterona en 

muestras de sangre de ganado·¡, 1• Efecto del tipo de anticoagulante/ tiempo y tem°pemtllra de 
. . . . ' . . . ' ' . . ~ ;-_ .,. -. 

incubación previos a· Iá centrifugación sobre los niveles de próg~steroná deteétablcs·~n plasm~. 

(Bajo la direéciÓn de l~s ~.V.Z. Luis Zarco Quinte~o, Carlos Galina y An;~¡ Pu!Ído Ál~res). 
Con el objetodedet~r¡,;¡,¡",u. el c~ecto del manejo de la ~uest~ sanguí~.,.;~b~elo~.~~o;esde·· 
progesterona, se reaÚzaron dos experimentos. El primero fue d~te~minar :el ~f~;o 'deÚi¡xide 

anticoagulante (he¡íarina, citrato de sodio y ácido etilén-diatl1Íno t~tra'.a'céti~ C~DTA)), ti~nipo 
. :,.: ·~~·- - -

y temperátura de ini:'ubaCión en muestras sanguíneas sobre los ni_veles de progesteron.a 

cuantificados en plasma sanguíneo. Se utiliZ.:~on.7 ~acas Fl (Holstei~ .x Indobrasil) con 

cuerpo lúteo funcional: De.cada vaca se obtuvieron 3. mu~~t~as d~JSO nll. de sangre, los 

cuales se colcc_taron en inatráé~¡-. c~~tenicnd~ ~no hebarina';otro citrato de sodio y el último .. 

EDTA. La sangre de cada ~atr~z ~~ fracd~nÓ enJ ~rupos de 16 aircuotas. Cada grupo se 

almacenó a diferente temperatura: en·'refrl·g~~acion a 4 ºC, a temperatura ambiente 

(aproximadament~ a Í; •é} y:~h~rn~de inc~bacióna 37°C. De las 16 alícuotas de cada 

grupo se cc~trlfugÓ u~ai~:~ed.ia;a~~nt/~e~p~és desu'obt~nción, unacail~ media hora hasta 

completar Ú¿ras, y Bias~; !~-~ 24 ~o~~ polt~~~res a I~ obtención de la muestra. El plásma. 
• • •••.. _' •••. '• •' • ·•·.• . •• ¡" 

obtenido se congeló a -:io~c hasta<proces~rse por racÚoinmunoanálisis. La conéentradón 

promedio inicial de pr~gestercin~ e~ muestras de plasma obtenido con he~ari~~ f~~d~ 6.6 

ng/ml, disminuyendo signifiCátl~amente(P.< 0.05)_después de incllbar)a m~éstr.; ~r 2 h~;as - ~--· -,.-------,_-- ---.-- -. --. - -- -. ---.-- ----- . - - ··- .,. ,.· - ~- :-·- ., -
a 17ºC (5.5 ng/ml) y 37·c· (5.3 ng/ml) a 4ºC no Se ~bServÓ ial, Íl,iferencia en 24 h~~s. En el 

caso del citrato de sodio; el valor promedio inicial de la hÓr~o'~li < fue,de>6.3:ng/ml,: ' 

disminuyendo sig~ifi~tivamente (P<o.o5{a las 2.5 horas ~-17ºC (4ing/~l); a•~_ho_ras a 

37ºC (4.6 ng/ml), sin embargo a 4ºC no sé observó diferenéia; Para muesti'as manejadas con 

EDTA el valor inicial fue· de 5.9 · ng/ml, observandose u~a . di;~in~~ió~ si~niticativa ·de 

l 



(P<0.05) a las 4.5 horas almacenando a 4ºC (4.4 ng/ml) a 2 horas a 17ºC (4.3 ng/ml) y a 

37ºC (4.4 ng/ml). No se.e~contró diferencia entre el tipo de anticoagulante. El segundo 

experimento tuvo 'como .objetivo comparar los valore~ de progester~na· en pl~~a y.suero 
' ' 

utilizando una muestra con fluoruro d~ sodio y otra sin anticoagulante. En las muestras sin 

anticoagulante la ciin~e~;raciÓ~ prome~io inicial en sue~o fue de 5.1 ~g/m(.se o'b~ervó una 

diferenciasi~~ific~ti:~~ {~:::b.CJ5) ~las 4.5 horas (3.4 ng/ml) a 4:c. /~ara de ;17ºC (3.1 

ng/ml) y 37ºC .CJ.4 nglnÍI) a las. 2.5 horas en ambas temperaturas, En el caso del fluoruro de 

sodio la ~ÓncentradÓrÍ, i~icial fue de 4.2 ng/ml y no observó diferencia signiÍic~tiva ,en los 

valores de pr~g¿ste~o'na ·du[ante las 24 horas de incubación a las 3 diferentes Íemperáturas, 

considerándose'qu~ este e~ el anÍicoagulante de elección ~n caso de d~antifi~~rpro~esterona 
cuando no seúi~e el ma;~~al ne~~sario para centrifugar la muest:ra de inn\ediato. 

2 



l. INTRODUCCION. 

La actividad ovárica en la hembra bovina puede ser determinada por diversos métodos, 

posiblemente el más utilizado y práctico es la palpación rectal; por. medio de la cual es 

factible determinar las estructuras presentes en l.os ovarios_, asi i:omoias ?aracterfsticas del 
. ·. . . . ' - . . . ·- ·~ 

útero y el cérvix (Holy, 1987). Otro método empleado es la observación de los· ovarios por 

medio de laparóscopía (Holland y cÓL; 1981)~ También.se ha utilizado la técnica de 
' , -- . . 

ultrasonido (Kito y col., 1986); Estos dos úlÍimos métodos presentan la desventája del costo 

del equipe, y la neeesidad de. contar con personal capacitado . Además, son imprácticos para 

utlizarlos rutiriariámente: Otra alternativa para evaluar la actividad ovárica es mediante. la . . 
determiltaciÓn .de las concentraci_ones circulantes de diferentes hormonas, lo cual se realiza 

mediante radioinriíunoanálisis · o enzimoinmunoanálisis (Linhart y col., 1986; Srikandakumar 

y col., 1986). Esp~cíficaJ1lente, las mediciones de progcsterona permiten reallzar un 

seguimiento _de la acHvi,daddel cuerpo lúteo. Es posible medir esta hormona en. d_if~fentes 

fluidos corporales,. como leche, sangre (plasma y suero) ( Oltner y Edqvist¡ 1982; Gninert y 

col.,1986). 
< ·.:: :-·:·:,· • 

', -'.".' .. ,, 

Generalmente es preferible trabajar con plasma que hacerlo 'c<Ín sué;<Í, ya que la 

separación del pÍ~sÍna es más fácil que la del suero. Esta separaciÓ~ s/li.~ce ~édi'ante Ía 

centrlfug~ción de sa~0gre con a·nticoagulante, removiéndo son~~napipet'~ ~I sobrenfdarite 

(plasma), el cual ~s en;~nces congel~do y almacenad() hasta ·ser iula,Hzad(). Sln emb~go exi;t~n 
evidencias en Ja JiÍ~ratura ded¡ue 

0

Ja ~O~Centfación de progeste;o~¿ d~te;,tadii'"en pl;.sllla puede 
. .• ' ¡., _.•: ••• .•• , ' •. ,_ ;- ,•·_ .··'-.:, "'"···<····.-- - ' 

verse afect~da por diversosfa~~ores.que caJsan alÍeraciones'.enlamuestradurante su 

obtención y ~lma~~¿~~i~~to i"d;;~s ~~ ~of5~~¡)~ di-;~,: ~~-i.i~vi;i;·~;ú~~ ~~~~r/; ~i .. 
1983; Vahdat y col., 1981). Estas ~ltera~ion~s consis;~n ~ri un~ di~mirnición en las 

concentraciones de. progeste~ona prese~tes~n ia ~uestra de~id~ ~l. metaboii
0

smo de la misma 

por parte de los eritrocitos (Molen var der y Groen, 1968). Se ha i~formado. que el ritmo de 



destrucción de la progesterona aumentá en relación directa a la temperatura de almacenamiento 

de las muestras de sangre(ValÍdat y col:, 1979; Vahdat ycol.,198l;Pulido y col., l991), y 

que el uso de diferentes anticii;gulaJJtes p~Cde>arectáreste met~~olis~¡;·(~hci~iy col.,1981; 

Pulido y col;, 1991); En este seníiddise han ~tllizado diferentes tipcs''dé aliücioag'u1alítés, tales 

como heparina (Oltner y Edq;¡isi, 1982; Breue(y coC, 1988; OwerisJi ¿~t; '!9'8o; Okadá y 
·:' <: ·'' 

col., 1990; Pulido y éol.; 1991); EDTA(\Íahdat ycol!, 1979;Vahdát'yc~l,; 198t), cit~tode 

::~::º(~~:,~~ r9::;,'.;/:u~i~~t1~~fa:ri~~;m~~~!i:.~~,1;1;r~r~:;~1t~~ü~::i: 
diferentes, nos~ hirealiÜd~ni~g~~'pr¡;y¡ctci'en el 1qu~ ~~ c~~par~~ i~~~ ellos', b~jo las 

mismas condicio~es d~ c.:i;;pc,', •. 
,·j·.¡ 

El objetiv¡; de ~sÍe tffi,bajo ~ -~¡;mp;{far el ~etáboli~mo de prog;{stero~a erÍ inüestras de 

sangre bovina obtenidas ~UilizandoHep~ri~a. Citr~to d~ ~odio,.EDTA o Fluoruro de sodio 

como anticoagulimtes.Adici-.;náJ~~llt~ ·~ d~t~rmi~afá ~Í ef~to de la tb~~ttira deincubación 

sobre la destrucción ~e progesterona ;n présenciá de cicl~ a~~ico~gulan;~. 



11. REVISION DE LITERATURA. 

El ciclo estral dél ganado bovino, evaluado de acuerd~· a las estru6turas presentes en 

los ovarios , se pued~ dividilen ~os fases: I~ fas~folicÜI~~ y la fase lúÍea. Estas deis fases a su 

vez, desde el punio cÍ~ ~ista hor~~ñ~r~·e ~~ciie~t~ari ~ajd la intl~e~6iá d~ los estróge~os ~ 
progesterona, respectivament~ (H~fe~, ! Í987¡'.' • 

Durante .la fase l~tea/~fa estrúciu~a ovárica'ilominanie' es el cuerpo lúteo· (CI), el ~ual 

produce progesteró~a (P4); Es1e
0

cls~··for~ade;p~és d;la ovulaciÓn'~ es posible determinar 

su presencia por m~i~ ~e pal~d~~ ~ec~Í (~~ly, 1is;).,. . ) ... ·. . . . 
-·-;:-- - -

El. efes el resuliado de. la hÍ¡)e.rtrofia y lúteini:iación de las células de la granulo~ del 

ro11cu10 debicl~a i;;°ac~fóil cié' 1a iior~ón'~ íuiei~iz:.;Jlé (Lii¡ · si;;~é¡;,_cia po; i~ ~de~ohiJiótisis. En 

'ªvaca, e1 ó inc~e~e; süli.~sc>.Y contén ido de progéste;~na e~tre los dí~s 3y 12 del ciclo 

estral, perma~eciendo relativa!"enfoccmsiañt~hasta.el dia.16 del .mis111oc¡ue es cuando ocurre. 

la regresión d.el cllerixi1úiCci(HaÍe~f 19B7). '·> · 
Los ~i~eles'sérico~yplasmáticos de prog~~teron~ puede~ me<f.irsel'oranálisis' de doble 

dilución isotópica;;crÓínatog~áfí~ de gas y radioinmu~oanáli~is (RIA) (M;Jrato; 1980); Las 

técnicas mod~m~sde R!Apara progesterona,no re{¡uieren ~rÓJ11atiigra,fía,ni:e~tracciónde la 

fase Üpida lo cualha h(,cho que la técnica sea ~ás i'ápidá y ecÓnÓ~iea, . podo c¡ue el tiso del 

RIA se ha p6pularlzado a nivel mundial (SrikMdakumar y coi:; 1986): . 

2.1 Radioinmimoanálisis. 

El radioinmunoanálisis se utiliza para medir cantidades.muy pequeñas de algunas . ------ ; ',:-:_ •"':'·':. <-
substancias, principalmente hormonas. El principio de esté.niéíodo.'es la competencia dé una 

hormona ma~cada con n¡aterial radiactivo, conocido cd~o .trazadór, ·y la: misma hormona no 

marcada, por los q~e los sitios de unión de un anti¿úerpo'específico con,tra la hormon'a a 
analizar. La hormona marcada es esencialmente idé.ntica a la hormona que se quiere medir en 
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Ja muestra (Libertun, 1980). Al reaHzar_el radioinmunoanálisis se mezclan una cantidad 

conocida de Ja hormona marcada;una cantidad conocida de anticuerpos y·'la muestra' 

conteniendo una concentracCión desconocida de Ja h;;rm;;mi qüé se quiere medir. Estos 

componentes i~ieractúán/~o~piti~rido ~¡ trati.~P y la ryb;n;ona'pre~~ni~·~ó' 1~ ~ue~Íra JlOr los · 

sitios de Únión dei'iíl1ticuerpo/P;;steriorílle~tése.re~liia~naseparacióridel~;_com[>~n~ntes 
unidos k1 anticué~~;; (fas~ Jni~a); ~ los;qu¿ ~o a;~~n~an lug;r en 1';;s siti~~ del anticu~rpo · 
quedaron libres(fase libre). :~ntonces puede.~cdir~e laJadioa~tivi?a~)~eséníe ya sea ~n Ja 

fase libre o en la fa~unida, labual ~~rápr0~réi~~ái a Ja'callíici~dd~ lah-~r~;;na ;;ºmarcada 

presente en J~ muest~: ·El vai~; o~Í~nicÍ~·se ~~!npa~. ck~~10/~ai~i~~ obtenido~ nlediante una 
>-- ,- - ··-· --~ - - - ,_ ___ '"-~--. - --~~- ... - ... ., 

"curva estandar" elaborada con·· ~aittidadés·c;;noéida~ d~ la horrÍi~~a ~o rÍiarcada (Boyd y 
'-" > '.':<:'_ :>~.·-

-~, Herzberg, 197i;¡; 

2.2 A~Hcacio~és d~ la c~int~flcaciÓn d~ ~r~~este~ona. · 
Genc;al~~nte pa~a d;tcr~i~a/q~c uri''ani;al ',,~;tá diclando si!. reaHza la_ palpación 

rectal, ya que de esia nianera sé diagnostiéael cÚei-pO lúteo; sirt embargo dicha estructura no 
•• <,___- ',. 

se determina corrcc.tameúte en .el 1Qp_% de la~;vac_as'. ~I respecto; Da\Y~on (Í97!j) palpó un 

grupo de vacas, n1ismas que posteriorm~nte siúacriflcarÓn para determinar el índice de error 

en el diagnóstico de las estructrura'.s ováricas, ehcontrando iinapredsióndel 89% en la 

determinación. del cuerpo hÍteo; Por oiro Jiido, 'al ~ompára~ I~ p~lp~ción del cue~ lúteo por 

vía rectaLc~n la exisÍen~ia d~'Un ~ue¿o i~t~~ f~;;~i~~~I ni~diant~ 1a'cúa~tifica~ión de los 
'.;;_. 

niveles de progéstúona,'se~aenconirado en vacas Holstein.ún)49(de )lrecisión en_la 

palpación (Villa y col.;lll78, ~~vall y c~l.,;1990) y en v~&aslnd~b~asilal;ededor del 80% 
:·. ' " ., ... ·. '• .. ·., _, .·.·- '·· - -·· ,,' ' 

(Moreno y col.~ 1986; Rubio y col.; 1989). Ott Ycol. (1982)' ~ni:oníraron qú~él 18% de 124 

vacas fueron diagriosti~ada~ eH~~ea~~rit~~on ~uerp~lút~~ ye! 37% si~él.AsinÍismo 
Watson; y MÜnro (í980) estudiáron la cCÍnsisteñéia y tamañÓ clel cuer¡}o lútro con respecto a 

su funcionalidad, diagn~sticaron el 85 % de ~nim~l~; c~~ cu~rpolúteo y encontraron que no 

había relación entre el tamaÍio y la consis.iencia ~e dich~ :estruétura, con, respecto a su 

funcionalidad. 
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La determinación de los niveles de progesterona, tanto en leche conio en sangre, a 

través del RIA, es un método niÚ preciso para' evalÍJar el es~do de; cue.J,o lúteo de I~ vacas 

(Elmore, 1982). Además, co~oesta técnic~ es ~uantit~tiva, nos61():¡Mirmi;e determinar la 

presencia o ~us~n~ia ~~I ~~erpo lút~o ¡unci6nal; ~ino ta~~i~n e'~~Ju;r~fgriicl~ de 

funcionalidad del misnio~srikanél~kumar {c~1.. 1986).' : i . ···•·. '. 
.. Debid~ a estas Je~t~ji;s; lá téinlé~ sé ~a utlli~ad~,e~ ¡~ucllos ~s't~dÍ~s. PÓr ejemplo, 

Grunert y col. (19S6) midieróii'losnive~es deprógest~-rona enleche pára diferénciar,entre 

animales en a'nestró y animaJésºcicl~do después del parto:. 
.. 

Los niveles ele proge~terori~ IÍ!mbjén _se han deterrl)inado fiara corroborar~! efecto lítico 

de la prostaglandina F20' (PGF2cr) (Beal y cÓJ,, 1980; Moreno y.'c.oI :;1986; R,.evah y col., 
_::. ·-_!·. - . - . -'- · .. •,_; ___ • 

1989) y para reaiizar im diagrÍÓsticode g~staciÓnp,éCoz (\filia y rol.; 1978; Go,wan y Etcties, 

1979; Kay cól., 1986; p;,~n'iri!:t~~ y c~I.. IllS6), ~si como la c~mparación de niveles 

hormonales.en;man;·,~~les ges¡;;~te¿·yno g~sia~t~s (Sh~~e~~ /coI.,;i9¿¡jj~i· 
-• ··-- --- • '• -,,, • • •·. ».- ·-.e- ., .· •"v" ('•'..,_ 

2.3 All~~~iÓ~· di, las concent:.iciones de 

almacénaniiento. de .la muestra'. •.. 

duran té '1a obtenciÓn y 

AJgJnos autorés han d~t~rinÍri~~oJ~s co~'cenfraciones de progesterona durante la fase 
;-: 

lútea del ciclo estral de.los tióvinósºmalúenidos éri'co~diciones tropiéales, encontrando 

resultados contradicto;iós; Po~ ej~~plo,.Adeye~o /He¡ih(1~8Óf hall ,;;;nci~~·ad~ ~u{Jos 
niveles de progest~rona .son Ínayo,~es a 5ng/mJ, mientras que Vaca y 'co.1: O{i983) en~~ntraron 
que raramente excedían d~ 3 ngímI., ~alares si~ilares ~nc~nir~~oriÁ~ar~a1'y 2~1. (1977). 

, ,-' º'. ·.;~ ; 

Pulido y col._ (I9~1)han.sugerido que esta discrepancia podrlá deberSe silflple"1~ntealfnilni:jÓ 

de la muestra, yá que ~n las condiciones en que se ~ealizan los Írabajos én 'é1 'trÓpico .is difícil 

mantener las m~~stra~ en refrigeración y centrifugarlas ;nrnediati~~rit~ d~;pu~s de su 

obtención. En efecto, algunos trabajos. mencionan que lo~:~i~eles pÍ~,,;¡tÍcos; de 

progesterona en sangre completa. de la vaca disminuyen dsi a 'cero .Í .· ~ 2 cirds. después de 
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haberse obtenido la muestra y permanecido almacenadas a temperatura ambiente (Oltner y 

Edqvist,.1982), Vahdat y col.(1981) manejaro~ mue~tras de vacas Holstein a 3 diferentes 

temperaturas. (4° e, 22' c'y 37~ ci. y separaron el plas~a del paquete celular. a diversos 

tiempos después de su obtención. En dichos estudios se encontró que los valores de 

progesterona ·ení~zár~na clisniinÜiÍ casi inmediatamente después de su colecciÓ~ al incubar 
. '''.'.- .. --,. :- - ... ' - . 

la sangre a 22'C y 37~ C. PuÚdo y col.,· (Í991) encontraron que en múestras de sangre 

heparinizada ·•mantenidas a 37~.C se produce una reducción significativa ~n las concent~ciones 
de progesterona después .de. iá~ solo 1 hora de incubación. 

. . . - .-

El metab¿Jismo de la progesterona en las muestras de sangre también puede. verse 

afectado por diversas sub.stan~ias; ~;pecialmente por anticoagulantes que son agre~adas a las 

muestras; Asi, en un cstudiJsc c~mpararon los niveles de progesterona en m~~stra;co~ o sin 
. . . . 

anticoagulante, mantenidas a 4 y 40'C (Vahdat y col., 1979). En dicho trabajo se observó que 
. ' . . . 

al almacenar las muestras con anticoagulante a 40' e, los niveles plasmáticos de progesterona 

disminuyeron de un· valor i~icial de 6.6 ng/rnl a l. 7 y 2.8 ng/ml después de 6 y 24 ~oras·· 
respectivamente. Sin embargo, las muestras sin anticoagulante manejadas bajo las mismas 

, .·, . 
condiciones mostrar,on válores de. 3.9 y 4.4 ng/ml a las 6 y 24 horas respectivamen.te;• después 

de un valor inicial. de 6.1 ng/ml: De la misma manera, Réimers y col.(1983) encontraron 

que al colectar .las muestras con EDTA o sin anticoagulante e incubarlas por 24 hon;s•a '4' e, 

la concentració~ medi~ de progesterona disminuía un 55% y Z6% respeétivarn.inte. Sin 
- --- ' ' 

embargo, cuando las muestras. se almacenaron a temperatura ambiente;· a l~s 24 li~ras de -

incubación la concentr~ción depr~g~ste~oná en rnuesÍrás c~n ~DTA di~~in~y¿ ~n 92%, 

mientras que en suei~ sol~ disn1lnuyó un 6Ó% a las 2<!_ hora5 deincub~~ión::··~ 
. ·'' _.e-:;~. ,---~~.e-~-:-·-• -~-_,,-_.,-.:-, - _·-o-. •... ,.- ' . '• . . 

Owens y col. "ct980) r~li~ron~n estudio ene! cu~I ~ midieron los ~iveles ~guíneos 
: ... . ' ·-· - .. ' . - ·. . 

de progesterona en~uútras con h'eparina o_ ~itrat~ de sodio como anticoágulantes, y en 

muestras sin anticoágulante, obser\.ando.que al incubar a 24' C por 24 horas los valores de 
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progesterona habían disminuido un 37% en suero, comparado con el 77 y 75.% para heparina 

y citrato de sodio, respectivamente. Los niveles en suero disminuyeron significativamente hasta 

pasadas las 12 horas de incubación; ,;,ientras que en las m~es'tras maneJ~das con heparina y 

citrato dd sodio las concentraciones hab.ían dism-inuído significativamente después d~ iansolo 3 

horas de inc.ubación,'' 

Debi~o a que la progcstcronapresente.en la ,;rnestra és ~egradad
0

a ~or,los eritrocitos· 

(Vahdat y col ... Í984), el uso de anticoagulantespermite méjór eí'adC:~so'cÍe 1a'·p~ogesteroná a 

los mismos, mientras que la coagulación en ausencia de anticoagulant'es dificulta la 
.--·. ·--- ·--,' 

degradación. de la 'prÓgesterona. 
.-.,. 

Por otro.lad~,Puli~oyc~I: (~99fr ~i~Í~ro~~ro.i~~t¿;º~ª.·~~ v~~~; Gyr ~tllizando 
heparina ¿'_nu_oruro.de iódi~ dóm6 anticoagul~~t~s:Y: com'pa~ad¡; ¿¿n ·. _1iiu~~tras sin 

anticoagulante.< , . >..:_~ ·;·.:·.:·-._ >· !:-·:. 

Las muest~as'~e i~c~bani~a 4~ cj 17º e y 38ó e, encontrándose en las muestras sin 

anticoagulante u~ v~lor irii~ial de 8.3 ~g/~I, que disminuyó significativamente a las 24; 4 y 3 

hrs al incubarlas ~4·: C, 1/~· C .y 38; C respectivamente. En las muestras. heparinizadas lo~ 
valores iniciales disminuyeron significativamente a las 12, 4.5 y 3 hrs al incubar a 4, 17 y 38º 

C respectivamente. Sin embargo, en las muestras manejadas con fluoruro de sodio los valores 

nunca disminuyeron en forma significativa cuando se incubaron a 4 y 38ºC , y al incubarlas a 

17º e los valores de progesterona solo disminuyeron después de.24 horas. 

De acuerdo al trabajo de Pulido y col. (1991) el anticoagulante de elección es· CI 

fiuoruro de sodio. Sin embargo, esta substancia presenta la desventaja de que es dlfícil d.e 

disolver en la muestra, lo que en ocasiones resulta en la coaglJl_aci_ó_n_. d.(l }a sangre; 

dificultando - su utiliZaciÓn mash,-a, de ahi la importancia de evaluar otros anticoagulantes que 

tengan un manejo más fácil.Aunqué otros autores han evaluado la heparilla (owens y col., 

1980; Vahdat y col.; 1981; Olt~er y Edqvist, 1982; Wiseman y col., 1983; Breuel y col., 

1988; Choi y col., 1989; Okada y col., 1990), el citrato de sodio (Owens y col., 1980), . el 



EDTA (Vahdat y col., 1979, 1981, 1984; Reimers y col., 1983) y fluoruro de sodio (Vahdat y 
·, ·-. . :~ . '> ·. _... . :: -: ' -.·. ,-_· -

col., 1984; Pulido y col., 1991). en ninguna publicación ·'se han comparado los 4 

anticoagulante~ bajo las mismas condiciones, por lo que es dlrícil emitir u~ juicio definitivo 

sobre la aparente ventaja del fluoruro de sodio. (Puli~~ y. c~I.; 19~1) ~né~omparaci6~•· a lo. 

publicado por otros áutores · con respecto a los otros a~~Íco~gul;nÍes. Po~' ~~la ~azón en el 

presente trabaj~ se evaluaron el ácido etilén'diamin'ci-tgtraacétÍc~ (~DTÁ), citralode sodio, 
. , __ , o, . ' ,_- ._, . -

heparina y fluoruro de sodio, comparando en ~n expiiri~erito l~s tres prim~ros ~nti~ciagulantes 
y en otro experimento el fluoruro de sodio con intie;tras de sa~gre sin ¡ntic~~gulan;e para la 

obtención del suero. 

OBJETIVOS: 

a) Determinar el efecto de la temperatura de incubación durante el. almacena.miento dé 

muestras sanguíneas de ganado. bovino sobre los niveles de progesterolla 'niedidós en plasma y 

suero sanguíneo. 

b) Determinar el efecto del tiempo de almacenamiento de la muestra sanguínea previo a 

la centrifugación para su procesamiento por RIA. 

e) Evaluar el efecto del uso de diferentes anticoagulaotes sobre el metabolismo de la 

progesterona presente en la muestra . 
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UI. MATERIAL. Y METODOS: 

'·. : '-~- ' ·: ' . - ' -

El trabajo se realiz.ó en el ·c~ntro d<:}nvestig~ción; Enseñan.za y Extensión en 

Ganadería Tropical (C.I'.E.E.G.T.); perteñeci~nté a la Faculíad de.MédicinaV~térinaria y 
- . - . - .. : .. !,,'-,._ .. _," •_,··· ·"',; ' - e .• 

Zootecnia_ de Ja Universidad Nacforiál AutonomaÍle México. El Centro está ubicado a 36Ó Km 

de la ciudad de,México, s~bf~ lá'c~rr~~ra !>féxi~ri-Na~Ua,· a 5K~ de.la ·ci~d~<l·c!.~ Maitínez.de 

Ja Torre, a 20° 4', latitud ~éírte'y 97~J' longitud o~steO'~ J~áaÚiiJddéisJ ;;Jet~o~ sobre el 

nivel del mar, co~ u~a-tem~rat~;:;¡m~ia ~~~~·d~ Ú• C yuna ~~i:c;~¡~~id~ pi~~¡~ ~~ l 743A 

mm, con uncuma calienie h~in&ici cori 11uvías íOifo e1 año Sªª~~íá, t?73). 
Se realizaron 2 ex¡ierimenios: .. Ex{lerimento l: Estuvo encamiriadci h~cia el manejo ife 

'· ··--- ·-·-· - ' .. f. - '• - ' -: - ... 

muestras sanguíneas con 3 diferentes anticoagiJJanteS (heparina, Úido e!UéiJCdiamino

tetraacéticO (EDTA) y ~itra'to cie's'ooio); p.;raobtenciÓl1 de plasmasanguín~.'·E~~ri;nento ir: 
Se realizó con el objetb de ma~~jar 2 gr~pos de muestra.s, un grup¿ d~n an.ticoagulante 

cfluoruro 1'.!e sodio> Yotro. siÜ anticoagu1ante, i>ara obten~ió~ de :píasma y suero, 

respectiv~mente. 

Experimento!: 
-. - . 

Se util;zarcin 7 vacas FI (lf~lstein.x Indobrasil), 

diestro (día IÓ'J4). Se verifi~ó que iodos Jos anímale~ seleccionados tuvie~ con~entraciones 
de progesterona m~yores'a 1 ng/mÍ. ....•. ; > < •; ·.· .; .. • •· . • ';; .· ·. .· '. 

De cada' vaca se obtu~er~n :l50ml ~e s~rgre en un •Jl1atraz qu~ coJte~íal ;5 mide. 

heparina(dosi~ de O. l. mÚtÓ mi. de sangre); Jsó'ffi¡ eri otrÓ iiiat~az con 7.5 mi de EDTA y 

otros 150 inl, ei; u~ ~atraz ~~n 17~1 éle'~;tr¡¡tci de ~Ódi~ f• ·- . . . ·.,,. ·' 

La sangre de cada matraz se subdl~idiÓ:i su 'vez e~. 46alicuota5; una'. fu~ centrifugada . 

inmediatamente paJ separar el plas;;.~ (tÍ~mpo cer~): i.as45 ~es~tes _; di~ldi~;cin en 3 

grupos de 15 alícuotas cada un~. Uno de los grupos fue almacenado en refrigeración a· ·4 • 
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e, otro a temperatura _ambiente (aproximadame_nte · 17• q y otro en un_ horno de 

incubación a 37º c. _De las 15 alicuotas de cada grupo.- se centrifugó una ~áda media hora 

durante las primeras 6 horas~ y el resto a las 8; .12 'y 24 ho;ás de su obtención. La 

centrifugación se hi;o a ~;rio ;,,m clÜ~anÍe I~ ~inutos. lJna~ez obÍenido ei plas~a éste se 

almacenó a c20~ C ~~sta ~ue ~e procesó {xir dÚplicad~ media~t~Ra~ioinmun~anállsis en fase 

sólida (PuHdo /c~I:, 1991)~ -

ExperlmentoH.- -
.·:·, ';.. ,, ' 

Se utili¿ron 4'. ~acas H(Holst~inx lndobrasil) en- fase de diestró. De cada vaca se 

obtuvieron 160 mldecsangreenun matraz conteniendol;6 g de fluorurodesooio (dosis de IO 

mg/ml de sangr~):. ~ 16clm1 ~n u~ ¡;,atraz sin an'ticoagulante : La distribución de las alicuolas, 

almacenami~nto de mi;est~asa dlf~rentestelllperatura; y tiempos ~e centrÍfugación fueron 

iguales a los del expcrinientci L 
' .··''-.-.;."· •. :·-•. '-c. 

Análisis estadístico: 
' ' ' -· 

_Los efectos-:del ,ti~m¡>cJ':de incubación, temperatura de incubación y anticoagulante sobre

las concéntraciones _de proge~teron~-'fue;on evaluados en cada experimento mediante análisis 

de varianza de 0tre~factores . .,n: u~--diseñ_o de bloques al azar, utilizando como bloques a las 

vacas: 

Yijklm= M-Í-Ti+2j+Ak-l-~ltTCij+TAik+CAjk+TCAijk+Eijklm 
donde:· 

Yijkl=ccin~elltraclÓn 'c!e 'proges-terona de la l-ésima vaca al i-

ésimo jCé~ima temperatura -de incubación utilizando el 

k-ésimo antico~gll1i~ie. 
M = Media general 

Ti= Efecto del i-ési mo tiempo de incubación. 
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Cj= Efeclo de laj-ésima temperaturade incubación 

Ak= Efecto del k-ésimo anticoagulante. 

VI= Efecto del l~ésimo bloque (vaca). 

TCij = lrite"racción del i-ésimo tiempo con .la j-ésima tempera

tura de incubación: 
. . 

TAik=; lnleraccÍón .del i-ésimo tiempo de i°'cubación . con el k-

ésimo anticoagulante; · . . . 
CAjk= lnleraccióri cÍe la J-ésima te.J11p~raiura, de incub~ción con 

el k-ésimo antic~a~uÍ;n1~'. · .· . 

TCAijk.;. 1n1eracCTón · .. del i-.ésimo tiempo, j-ésima tempearatura 

y k-ésimo antkoag~lante'.'_ . 

Se rcaÚzó.,la prueba de. comparaciones múltiples de Bonferroni (Netery Wasserman, 1974) 

para determina'r p~'racada ahticoagulanl~ y temperatura de incubación enquemomento se 

produjo por primera vez uña reducción significalivá én la concenlración de progestérona con. 

respecto a I~ muest~a c~~trifugada inmecÍiat~ménte después dé la obtend¿~ de l; sllngre. 

Para cada ~Íltico'agula~te ~e re~lizó ~~ ariálisisd~ ~~gresiÓn múltipl~ p~r~ ~xplicar la 

conceniració~ ~~ ;ro~~ster~~a medida enuna ~eter~illad.a ~Íicu.ota co~ b~se en la 

concentración inicial de progesterona presente en la muesirá' y al tieml>o ; y temperáiura a la 
- -. -. . ; .'' . . -. -.'· . : .- '_ .. - ' ' '· --· -- ... ,_. -- ~; .. -_ .. -. ' ~ : :, . '." . 

que la.mueslra se incÚbó.antes de. centrifugarlá. Para ~mbos expé~Í;,;e~tos :se ;ealizó el 
r • 0' -' ' ·,-;: - :-,•=ce:,~ • 

siguiente diseño:-:·· 

Yi=Bo + B,Ti; +·B2:TTi; +·e,.·ci, ·+ B, CCi~ + Bs Vis + 

s. vvi. + B, TiCi, + B, ViTi, + B; ViCi. + B,o ViTiCi,o + 
Ei 
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donde: 

Yi = Concentración de progesterona en la i-ési ma alícuota, 

expresada en rig/ml. 

Bo, es una constante. . ., ·.-·-- . . ' 

B1 , es un coefidi~nte pa,ra i~s efectos d~I tiempo. 

B
2 

es.' un , coeficie~te pa_ra · los efectos . cuadráticos del 

tiempo. 

B
3 

, es ~n coeficiente pa~ ~j cfé~tode lat~mpera,tura. 
B4 , es un c~<cficiente par/ los efectos ·cuadráticos 

temperatura. - . . 

B
5
<.-, _es:-· un 'é·aerihierit·e para -el --efecto de )a concentra~ión 

inicial de progesterona en 1á'rn~estra. -

es un co~ficie~'ie para. el efecto, cu'adrático de -la 
- . 

concentracion inicial de la muestra. -

B7 , es un coeficiente para ¡~ interacción ··tiempo por 

temperatura. 

B8 es un coeficiente para el efecto de . la interacción 

del valor inicial con el tiempo de·l~cubación. 
B9 e~:-~uii . coeficiente- para los efectos de la in'teracción 

del valor inicial c~n la temperatura. 

BIO es un c~eficiente, para Iris efectos. de: la. interacción 

del valor inic.ial con -el tiemp0 y témpera~!ª de_ incu_bacióii. 

Ti 1 - T'i~m~d de i~cÚb¡ci¿n de. la i-ésima alícuota 

(horas). 
' .:·· ' -

TTi 2 Tiempo de incubación de. la i'ésima' .alícuota elevado 

al cuadrado. 
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Ci3 = Temperatura de incubación de la i-ésima alícuota (grados centígrados). 

CCi
4 

.,; Temperatura de incubación de la i-ésima alícuota 

elevado al cuadrado. 

Vi 5 

ésima alícuota 

Concentración inicial ·de .progesteiona en Iá i-

(ng/ml) (Í~~criclá 'a '-~~;ti~ •de la concentra.ción 

·--·'' " 
proge_sterona_ de -.·la i-

ésima alícuota elevado.U 'cuadrad~. :· · 

Ti Ci_7 

incubación. 

Vi _ Ti 8 

Vi Ci
9 

'i'.·;~-·- >:'' ·,,- >:' -<--, -;·: __ - -,- -.·:>;~_·_. -,:· :_'.: 

In.teracción ._de. la :concentraéÍón .. ini_cial •por el 

Multip_H_cación del• valor•· ini~ial .por la 

temperatura de i~cubacÍÓ~i': . . . . 

ViTiCi 1 ~· ,MJltipli~~ción del valor ini~iaÍ por el tiempo 

y por la ,temperatura de i~cull~~ión. 
' ). '· '·, 

E = Error residual." 

En cadi ca~~ se ~tili~ó el ~~t:odode rcgr~sión múlti~le escalon~da (stepwise) para 

decidir cuales de lo; pai-ámetros del modelo general sé i~cluyerrin e~ la ectiáción tinaÍ (Neter y 

Wasserman, 1974). Se ~tiliió el paqueteestadísticb "Statisti~~ Pack~gefor Social Sciences' 

(SPSS). 
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IV. RESULTADOS 

En el Cuadro 1 se muestra el anáUsis de varianza; donde se observa que los efectos del 

tiempo, temperatura, anticoag~lante, valor inicial y tiempo por temperatura son ·altamente 

significativos (P<O.OOol), sin emba~go ~~. h~bo diferen~ia ~ÍÍ J~ interacción entre ti~mpo con 

anticoagulante, asi éomo en la temperatura' con ela~ticoagulaníe; y la~ intéracciones del tiempo 
'···· . 

con la temperatura y anticoagulante. ': ~· ·-. 

En el Cuadro 2 se muestran\~s valor~s de,progést~r~'~a a dÍ.ferentes tiempos en las 

muestras manejadas con .heparina in~uba~asa ;diferen;~ste_mperaturas: Se observa que el 

valor de progesteron~· presénte en la mlJé~tra clisini~~ye' conro'rme transcurre el tiempo a '· ... -,'·· .· ._·-.-,_ : .. '-::-; _,- ; 

cualquier temperatura de incubación. pero el descenso es más rápido entre mayor es la 

temperaiura. iir11~~ muestra~.i~cúb~das ~11 y 37º c, ta p~ogesterona se redujo 

significativamente (P<:0.05) con respecto al valor inicial después de 2 horas de incubación. 

Sin embargo, al• incubar .las muestra.s de plasma a 4 º C se observa una reducción en las 

cantidades con iespcéto al valor inicial·, pero esta r~ucción solamente fue significativa después 

de incubar por 24 horas. A partir de las 4 horas, las muestras manejadas a 17 y 37ºC 

fueron significativamente menores (P < 0.05) al valor inicial de las muestras almacenadas a 

4ºC. 

En .el Cuadro 3 se m.uestran los v~lores pfasníáticos de progesterona en muestras 

manejadas con citrato.de sodio a 4, ¡ 7'y 37ºC. Se obs~rv,(que en las múestras incubadas a 

4 ºC solamente hÚbo.u~a redÚcciÓn significativa con réS¡>ecÍo al valor inici~I después de 

incubar por 24 hor~s. E~ tai mÍie.str~s mant~nid.is a l 7ºC ~ubo,una reduc~ió,; signi~cativa 
(P <0.05) a las 2.5 horns y en las.muestra~' manéjad~s a 37ºC se observó a las 3 tioia's. Los 

valores. en¡~s.\{iGesfras 111antenidas a tempéraiura ambiente (17~C) y a 3,7ºC fueron 

significativamént; ~~nores a los :de la~· m~estrns refrigeradas a partí; de las 4.5 horas de 

incubación (P.<0.05). 
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En el Cuadro 4 se muestran los valores plasmáticos de progesterona en muestras 

manejadas con EDTA a 4,. 17 y 37ºC. A diferencia'de las ~;~est;a~ manejii:das con 
' . : . - .· .. _ :,- . '.: . .' - ' .. . ~ -. ' . .. " - . .- : .. ·-; 

heparina y citrato de sodio, en lás cuales a 4 ºC s0io hubO rf!(fucciones slgnÍ!icativas deSpués de 

24 horas de in~ubaciÓn, e~ el ~~so/~e ~i:rr~ '.¡;;:; ~aÍores'. Írii~l~l~~ ~i~inllyeron 
significativamente . (P <:O.OS) . a ias 4:5 horas dei~ri~b~~ló~\en n;uestras J'.cifrigeradaS. En las 

. . . .. ' -;_ .. :·' -- ~ . . ·. ·: .. ·... ·1. - • -- ,. _, '.· 

muestras mantenidas a 17 y 37ºC ~ los valores·' d¿;;~¡~~on 'signlficatl~~inerik. ~ 18.S . 2 

horas. Las muestras ;,,ant~nidar~·11;c:: t~~i~r~nco~~~~;~~i.;n~~ slg~ifi~ifoa.;;'ent~ m~nores 
a la de las m~estrá~ ;~frlgeriidas'~ ~~~ird~ {s lloras~~ inc~liació~ ~)~ ~a~t~~ldas a 37ºC 

tuvieron con~e~traci~nes me~ore~. a I~ de. i~s. nitíe~t;;¡s ref iigeradiis ~ p.irtir de 1rui. 4. horas <fe 
incubación. · · . . . ;é>; '·' . ·~ : . . 

. ~--

Con respectoal modeloder~g~~sió~~altl~le, en elcaso~em~estras tr~bajadas con 

heparina y citrato de sÓdio,: los ú~Ícos términos q~e no "tuvi~rcui efécto sig~ifléativ;J fueron las 
::- ',~ - - :,,, 

interacciones del tiempo y éÍ Valo~ inicial con la témperat~ra;quédarido láecuadó~·¿amo 
... ":> 

Yi = Bo. + B1 Ti 1 + s; TTi{ + B3 Ci 3 f;,~4 'CCi4 + Bs 

Vis +s. Vvi. + B,,TCv;,x+Ei . 

En el caso del EDTA éi ú_ni~o térmi~.; q~e no tuvo ~!ectofu~la interacción entre 

tiempo, tempe~tura y ~~J~rÍ~i~ial,~~~~dÓ:' ./ '> 
Yi= Bo + Bj -Ti1 ''.¡:e s} TTii . +' B3 Ci 3 + B4 CCi 4 + Bs 

Vis + s. vv;. +~, :1'Ci, ¡ strN + s; cv;, + Ei 

En el caso de la tiéparina la eeuación dé~;egrésión'resUltuíte -fue la siguiente: 

Y= -0.09. CJ.33<~+.o'.~1 TT ~'o.i.rc:+ o.002cc +1.1.v -

0.07 vv - O.o006 TCV . 
:; .,··· . . .' . 

El coeficiente de ·~o~elacÍó~múltiple en~sta ec~abión fue d~0.90 (P<O.~l) y el de 

determinación de 0.82; lo que indica que los niveles de progesterona medidos en plasma 
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utilizando heparina', después de incubar. por "T" horas a "C" grados centígrados una muestra 
. - ' . - ' ... :. ' ., 

con una concentradón iniciafde "V" ng/inl de progesterona, se explican en un 82 % por la 

ecuación: . . ; . .· :. .._., .. ::: · . :•.•, ,. . .. · ,:· . .' .· . .. . :· . 
En la Figura 1 se muestra la.representación gráfica del' comportamiento de la 

progesterona en la~ m~tisi~~~de ~¡;s~~ ~a~ej~~as ~~~ heparina, a t~~vés del tie~po ; 
a1macena_das ª 4, N¡3~~c:e> ' 

En él ~aso'd~I cifr~t~'de s¿di~ l~rva:;i~bl~sin~luldas fueron los valores'lirieales y 

cuadrálic~s del tiern'~o; ;~ii;peritíura; el 0al~r inici~, ~si ~olllo la int~racción d~l tienipo con la 

temperatura y ei valp~ inid;1; qued~~cf~ Ía ecua~iÓn:' . i::. 
Y= 0.62 ~- o.2o T + O.OlTI' ~0,14 e+ 0.003cC + ÚV-

0.02 VV. - 0.0007 TCV 
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El coeficiente de correÍ~~ió~ ~últiple en esta ec~ación fue el de 0.90 (P <0.01) y el 

coeficiente de deiermi~aciónde0.82; lb ~uein;l~a ~ue Jos niveles de prog~sÍerona medidos en 

el plasma .:Oan~jad~ concifr~toci~~~di'a después·~~ i~cllbar poi'7• ~~ra~a ·e; grados 

centígrados una ;,,~estra. c~n • .uria< conc~niraci~n . inicial de "Y'' ng1m1' de prog~terona se 
explica en un 82 % p0r la ~~~dÓn. 

En la FlgÚra 2. se m~~sÍ~ la. rep;e~nta~ión. .através d~l ;iempo': d~I ~o~¡>O~ii~nto 
de progesterona en·l~s 'iiilie~íris iiianej~d~s co.i ciÍrato ú sodio 'yaiin'~~en'á'das·á 4, Í7 y 

37ºC. Se ~ued~ ~bserv~<' ¿~ ;a:s.;3 ~~fiJ~ I~ Jismi~uci~n d611~s ¿_¡~~'~e pr'ag~sterona, a 

partir de la ~u~stn: inicial·~~~ ~j;~¿nt~:. ~~!i~dol:i'i mu~stü's se ,;;~~j~~ií'~"¡.c; CFigu~ 2A) 

la disminución n~)~e : t~n má~~a~~·;al fi~alizar el pe-rrodÓ de i;cubación'~en i:olli~aración a 

1as muestras ma~~]a<l~s ª 17·C(l'igtÍra 28) y{r·c (Figuia2d ;;ericio.níá~ evfo~nt~en ~sia 
última . 

. En el análisiSde regresiCSn fas va'riabl~s ¡~~luidas f~~ron 'ios valores lineales y 
' __ ·_ ·,... • .:,,;-:, • -.- •. 0_~··, <--:- :::~-- : ~·:-·--· .. -=·~:.:~. ';",e; -. ; ~ -- ,--;:_ ·. ;:.;. ;,• -,·,;:··',"', 1,.:,::' •.. :·::.-.- .. :"::. _ ,: _ .... 

cuadráticos del tiempo; termP.,..;.tÚra y el. valiir inicial, asimismo Ja intéracción del tiempo con 

la temperatura: . él. tiempo • bon : ~I 
quedando la ecuaCion:< 

y=. LBS-~.~ T,: 0.013 TT-ó.Cl9 t;,,, ií:ooicc '.¡.' ~.Í7v -
:. _, .. -- :-:-·- -.·:,--.-;-. ·:">- ·.>=: :,-:--'--, ::;._,_.-<:.-· _:·.· .· =~/>: : . 
El coeficiente de correlaciÓnmúltiple en esta ecuación fue el 0:94 (P<0.01) y el 

coeficiente de deii~rni~a~iÓn~~e ~:ss; i~ cl~ci,indi;~uelos +~les ~e ;~oges~ron~ medidos en 

plasmamanejado con EDTÁ despÚés de incubar por "T.~ horas a "C" iradós centígrados una 
. - .• · ._- . '_··_'. .- - ,<·-:-'.-- _-- -~-···=>:·-· -<' ' -_ ___:_.;_:::'---'---"'""""----~"'-º - ·. ·o'--~--';7- ,'.i-'-7-;-c • 

muestra con -una':'.'éonccntración' inicial d~- "V'"ng/ml. de progesterona, Se expliéa en ~n 

88 % por la ecuación. ~ ··;:· 
'-;; 

En la Figura 3 se en~uentra I~ represdnt~ción g;áficadel 'c~m~~it~miento de la 
,;,-; ,. - -- :-: .. ,· '. - .··· ....... , .. 

progesterona en ias mues'tras de plasma manejádas 'con EDTA, a través dé'! tiempo dé' 

incubación y aimacenadas a4, 'i7 y 37~C. S~ obse:Va en las. 3 gráfj~ qu~' c~~f~rme 
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transcurre el tiempo de incubació~ los valores de la progesterona van disminuyendo, sin 

embargo, a diferencia de los otros anticoagulantes, la reducción de los valores es drástica en 

las 3 temperaturas. 

EXPERIMENTO ll. 

En el Cuadro 5 se muéstra el Análisis de Variania del experimento ll, donde se 

muestra que el efecto dei Oempo, temperatura, anticoagulant~, valor inicial, asi como la 

interacción del tiempo con el anticoagulante fueron altamente ~ignific~U~os (P<CJ.OOOl), 

Tumbién fu~ significativa (P~O.Ó5) la intera~cióri tieinpo por tempera;~ra P<>r ~nticoagulante. 
No exi~tió'efecth' sig~iflcativo de las interac~iones del tiempo con la te.'n~ratura, temperatura 

con anticoagualante, asi como tiempo con temperatura. 

En el Cuadro 6 se muestran los valores séricos de progesterona en' las muestras 

manejadas sin anticoagulante a 3 diferentes temperaturas de incubación: Se observa en las 
, , , 

muestras manejadas a 17 y 37ºC que' los valores de progesterona disminuyeron 
- - .: ·:.:... ' - ·. ·-

significativamente (P<0.05) con respecto al valor inicial al transcurrir 2.5 horas de 

incubación, a diferencia de las muestras refrigeradásen dcind~:~e observó unúeducción 

significativa de la hormona a las 4.5 horas. A la~ 3 }h'oras y a, las 5.5 hor~s los valores dé 

progesterona fueron significativamente m~nó~~s (P,:< M5) en l~s muest~ ~antenidas
0 

a 17ºC 

que en las muestras refrigeradas; 
... . ' 

En el Cuadro 7 se ,múestran los valores plasmáticos de pr~gestéróna en las' ni~estras 
'..__;., ___ ..e;_ •• ,-------;>,- --~=--,-~,-.oc¡·· -.~-=-- .--.,. .• ·- ·; ,- --- ' 

manejadas con tluoruro de sódio a 3 diferentes temperaturas de incubacióñ. se' puiX!e observar 
' .. · -·. ,., .. -. -- -''' " ·.-, '· ',_ - ¡ 

que las cantidades de prógest~rona v~;lan ~o,eniil trá~scurs0 de 24 hora~:éle incubación, y 

nunca~ encontraron diferencias significativas C:on respecto al ~alor iniciai: 
_::'.--_: . ~-<~_:-- ~ ::~: ._.- ., -~- ; :~_...... _, :.~:. -. 

Para el análisis de régresiÓ~ de las concentradones d,~ progesterorÍa ~n las muestras 

trabajadas sin anÚcoagulante el término que n~ tuvo efecto füe el tiempo con la t~~peratura ,~~ 
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incubación, siendo: 

Yi= Bo + B, Ti, + B, TTi, + B, Ci, + s. cci. + B5 

VVi5 + B6 TCVi6 + Ei 

·. . .-
Las variables incluidas fueron los valores lineales y cuadrático del tiempo y la 

temperatura,":isí como el cuadrático del valor inicial, asi como Ja interacción triple tiempo por 

temperatura por ~~Ioi i~lci~; q~edan~o la ce~adó~: 
.·Y= .. 4.4 -~. 0.44 i + O.O! fr. e 0.12 e + 0.002.éc 

o.04 vv e+. 'o.ooóJTI:v 
El coeficlente ~¡, ccÍrr~l~~-iÓn múltiple e_nesti.i ec~ai:ión.fue de 0.81. (P:";0.01) y ~l 

coeficiente de déi~r.;,inaéiópde 0 .• 66: loqu.iindica quel~s ni~eles de progesterona medidos en 

suero después d~ irícub~fp~r HT" ti~~~s~~ •c~'gr~dos ce~tfgrados una muestra con una 

concentración ini~ial deprogesie~ona ~~ '•v• ng/¡nl se' ~xplica en un 81 % por la eeuación. 

En la Figura 4 se muestra la representación gráfica del comportamiento de. la 

pr~gcsterona en 1~~n1~est:~~ de_s;ero '~~n~jadas sin anticoagulante a través del tiempo de. 

incubación y almacenádas a·4·; ·17 y;7ºC, representadÓs enlas_ Fi~uias 4~. 4¡; y 4c, 

respectivamente; •; 

Se puede ~~serVar qu~ en las muestras almacenadas ~4 ~e y 1i~c'¿e c~mportan de 

manera similar, aunque la degradáciÓn es más lenta ~ 4ºC. Siñ elli~argo, 'cuando las muestras 

fueron ahiiacenad~'s a 31•é ~ ~Íiseívóqúe á pesar;cie que Ja degradai:iÓri de progest~;~~a con 
·-=---.~.--.-,"'""-·----o_ - ... ,. - - . ; . -• •·-:¡ • ·' ... ' 

respecto al valÓ~ inicial fuemás rápidá/coñfornié iraÍis~~rriÓ el'iiém¡;óC!e:inculiaciónestas · 
~ .. -·::. 

concentraciones se fueron. reeúP.,rá:n~o hasia i~s 24h'oras de illcubac_ión: .•.. 

El análisis de regresión para'Jas muestras manéjadas con fl~or~ro de sodio no - - . ,. - ·-,:· .. ,.,,. ... · .. ;. ·.... -· -... 

incluyeron Jos efectos lineales y cuadráticos;del tiemp~y-la temíieratura de incubációri, así 

como la interacción del valor inicial con eÍ tiemiio y Ja temperatura de incubación, por lo que 
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el modelo utilizado ·rué: 

)'¡,,,· Bo + B
1 

TCi
1 

+a; VVi
2 

+ Ei 

' . . . 

De manera que lásvariables .. incluidas fueron los valores de tiempo por temperatura, y 
' ', ·:· -. ., .. _ .. ' ' -

el valor cuádrátiéo del valor inÍcial,'qüedand?: 

y,,, ·J.34 >o.o016TC:·+\:1s;~v 
El coefld~nt{d~ ~~rr~la~i¿ ~últipl~ en e~ta ecÚaciÓ~ fue de 0.82 (P < 0.01) ye! 

coeficiente de d~Í~rmi~a~i~n de ri.68; ¡()~~e i~di~aqúe los ~i~eles <le'~rog~~terona medidos en 
-· -- - 1·,;;_·- .... . ·'· . . - - ..... - - ·-· 

plasma después de incubar por"T~' lioras.a."C" .. gradoscéntígr~dosunamuestra, con una 

concentra~iÓ~ inicl~l d~~r()gesterÓ~a··~~·.~~~.· nglllli·s~ e~pli~e~ ull 6~~,JX!~·l~ ~uación. 
En la Figura 5 se niuestra la rep;~sentación gntfi~~ ~ibi~~ií;p~riamiento ·de la 

- ·- -· ¡ "" ,,_ -~---· - -_,. ;·>;_-.,. " - - . ·--

progesterona en las muestras de plasma Ínanté~ida~<;on. ffo~ruro d~· sCldi~; ~·travé~'del tiempo 

de incubació~ y almáceriadas a 4, '1 i y 37ºC; repres~~tada~ e~ las Fig~ras 5A, 5B y 5C, . . . - . '··. •' ', ,'_ ··-- ···' 

respectivamente. Se puede observ~r en las 3 g~Úicas que los valores p~r~~nécen casi 

constantes por lo que las lín~s són rectas, manteniend.; ~sia ~ra2;~ristid h~ta ;ninscurridas 

las 24 horas de incubación. 
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CUADRO l. ANALISIS DE·VARIANZA DE LOS.EFE6TOS DEL TIEMPO, 

TEMPERATURA DE .• INCUBACION. y. uso··· DE· TRES DIFERENTES 

ANTICOAGULANTES SOBRE LOS NIVELES ph~~ncos ~E ~ROGEST~~ONA. 

variable 

Ti 15 

T 2 361.22,: .180,61 .. ,278 •. 09 0.0001 

A 2 278.38 109.19 .168 •. 12 0.0001 

V 6 1813. 56 .. . ·302. '26 ·. '4(;5;4() 0;0001 

Ti * T 30 195.38 6;51 ·10.03 0.0001 

Ti * A 30 ·12. 82 0.42 0;'55 .o. 9207 

T * A 4 9.28 2.32 3.57 0.0067 

Ti * T * A 60 23. 7l 0.39 0.61 0.9917 

Error 858 557 .2. 0.649 

Total 1007 4231~37 

Ti= Tiempo, T= Temp~ratura, A= Antico'agulante, V= Vaca (variable 
de bloque) 

23 



CUADRO 2. CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE PROGESTERONA (ng'¡ml) 

EN MUESTRAfl MANEjADAS CON HEPARINA iorFERENTESTEMPERATURAS. 

Tiempo 
(horas) 

Temper~ t~ra ,\ . 
' (4°C) ..... . 

i~;,,P~r'~i:u;,a .\:e 
·· · c17•c¡ · 

o 
0.5 
l 
1.5 
2 
2.5 
3 
3.5 
4 
4.5 
5 
5.5 
6 
8 

12' 
24 

. - .. 

• La concentraci6n. deproge~t'erona· ~s 
la concentración inicial•. (P<O; 05) 
a,b para un ·determinado tiempo de•· 
concentraciones de p~ogesterona.que 
diferentes. entre· s1. · 

24 

·.. ·; 

signl~icativamente menor 

incubación (renglón), 
no comparten literal 

a 

las 
son 



CUADRO J, CONCENTRACIONES PLASMl\TICAS DE PROGESTERONA (ng/ml) EN 

MUESTRAS MANEJADAS CON CITRATO DE_ SODIÓ ~DIFERENTES TEMP.ERATURl\S, 

Tiempo 
(horas) 

o 
o.s 
1 
1.5 
2 
2.s· 
3 
3.5 
4. 
4.5 
5 
s.s 
6 
8 

12 
24 

> '.';,~~~·~r·~ t~r~~ - Temperatura -
- - , (17~C) - ' -:C37~C), -

* La concent~a~ióri !: ~e~ prog~s~~i~na ' es si~~ifi~~t¡ v~mente menor a·l 
concentración inicial - ,:'(P<O :os);._ .. , - · ----- -
a,b para _ un . determinado - Ú~~¡,6: de iricubacÍ.6;, ._ (rengltln) , las -
concentraciones- de,'. P:rogest_e:ro~a · que no- comparten-:--literal·- son -diferentes 
entre si. -- · · 
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CUADRO 4 . CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE PROGESTERONA (nq/ml) 

EN MUESTRA!¡ MANEJADAS CON EDTA A DIFERENTES ·TEMPERATURAS.· 

Tiempo 
(horas) 

o 
0.5 
1 
l. 5 
2 
2.5 
3 
3.5 
4 
4.5 
5 
5.5 
6 
8 

12 
24 

;emper~tuj~' 
. ,J17°,C) ' 

,_,,_ .. 

* La concentraCi6n _de .Proi;feS!terc;·na.·e~~· ~i~nifi_~~-tiVame~te ~enor a 
la concentración:inicia1.:·(P<o;o5¡ :· ·· 
a,b para un determinado.tiempo de, incubación (renglón), las 
concentraciones de proqesterona·que no comparten literal son 
diferentes entre si. · 

26 



GgADRO 5. ' ANALISIS DE VARIANZA DE LOS EFECTOS DEL TIEMPO, 

TEMPERATURA DE INCUBACION Y Uso O AUSENCIA ÓE ANTICOAGUWTE SOBRE 

LOS NIVELES 

Grados de 

Variable lib~t'.~a~\ 

. ' 
Ti 15 131'. 8422076 :, 0.0001 

T 2 n.9778101 15~98ai354 ·· •. ~5;4'ó 
.--. ,- ':, 

. 0;0001 
/:::;' y·- ... :'.,\:· . ..:;<-: .. _ 

A '1 57.74869.41 57.7,4846941 127.85 0.0001 

V 3 204 .1110180 • ... 68. 0370060. 150.62 0.0001 

Ti * T 30 13. 7562884 

- : - . . 

.· ...• o: 4S8;429( 

Ti * A 15 43•0137657· ··2.8675844' 6.35· 0.0001 

~~ 1 \:\.:: ·,·:::· 

T * A 2 2.2284098 1.Ú42049·: ·2.47 . o :0867 
-=..-- -·-'---"' 

Ti * T * A 30 20; 9375705 . o.6979190 1.55 0.0385 

Error 285 128.73 ·o.45170 

Total· 383 634.351:. 

Ti= Tiempo, T= Temperatura, A= Anticoagulante, ·V,;. Vaca (variable 
de bloque) 
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• 
CUADRO 6. CONCENTRACIONES SERICAS DE PROGESTERONA (n9/ml) EN 

- . ,- - ,. 

MUESTRAS MANEJADAS SIN. ANTI COAGULANTE A. DIFERENT·ES. TEMPERATURAS. 

Tiempo 
(horas) 

o 
0.5 
1 
1.5 
2 
2.5 
3 
3.5 
4 
4.5 
5 
5.5 
6 
8 

12 
24 

. ~ 

Te~pe~atura 
;C4~C) -· 

.- .. c:-:,. 

5.l ±.1;'5ª .• 5;i·±·i.;sa· 5.l ±:1:6a 
:4.8'± 1:5ª ... :4.3'+:1·1ª'· -.;3.9:±.0;9ª· 
4.3: ± 0:8ª c.~4;·1 .. ±'1:oa:é ·,;3.7. ± i.2ª 
·4.-0·:+· 1.1ª · ... .4.2 ±.0;9ª;'. ... 3 5· .¡. 1 3ª 
4.2 ±·1;2ª ·-·3;9 ±o;8a.;; .:3•:·a ± 1:5ª 

· 4 :o ±· o• 9a ''~'•: 3; l·: +·"o''8a,¡:,· ··3 ;·4: ± .l. 2ª* 
4;1 ±.1~1ª 3;1.±~:9·~ 3 it± 1.4ª* 
4.3 ±·i.oª 2.7 ± 0;7b* 2 9':± l.4ab* 

L! t .. •~0 :,• .. i
6

ª::* ...... •'.~T.~Tlii:: -tr·! ti:: 
3.3 ± - :l.7.:±;o;Sb* 2.6•:-+"1,7ab* 
3 ;1 ±·o; 9ª*" .. 2 ;s :± .L 7ª* 2. 3 ·±::i. 5ª* 
2.8 ± 0.6ª*· 'i.4'.±•0.6ª* 2.0 +.•:1 4ª* 
2;4 ± 0.9ª*· 1.1· ± 0.5ª* 2.1 ±~1:7ª* 
l.5 ±.0:1ª*' 0.1· ± o.4~* 2.9 ±\2.0ª* 

; )¡·,_ \C 

* La concentrac'i6n_; d~-- proqesterona 
concentraci6n inicia_l 'º(P<O:_o5¡: 
a,b ·para .. un". determinado tiempo 

es siqn'¡'hcativamente menor a l 

de incG~~ci6n (ren9l6n) , las 
comparte'ri••literal· son diferentes concentraciones de progesterona que no 

entre s1. 
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CUADRO 7. CONCENTRACIONES .. PLASMATICAS DE PROGESTERONA (ng/ml) EN 

MUESTRAS MANEJADAS CONJL~()RURO DE scioro. A rirFER¡NTE; TEMPERATURAS •. 

,_· .:-·~ 

Tiempo T~mP~ratJra'._;_:· 
(horas) •:: .. \: p 7 .. º c) ",~·-· . 

•Lo'.5 \¡4:; ··~·~-~-l•' :·. ~ . . : 
< 

o 4'.2 2> ± ; .. -~ •4 :2. ±< 0•5. 
o. 5 4•.·4 :±·o: ª" ···4 .2 :-±-· 0.1•: ··4 ;3 ±• o. 6' .~ 
1 .4 ;6 "±: 1 o '4'.2 ± o;s · 

:;.·~:~~~ 0.9.--· 
l. 5 4 .·4 ±. 1 1·. :·.A o· ±~ o. 6' :0.9:.• 
2 4 3 ± o:G ··:3 ;a ± ·o. a•:·• ,., '3 ;a :·± o. 8 
2 5 4 4 '± o; 9 3 8 t· o. 9 3 8 ± 0.7 
3 4 2 ± o. 5 4 o ± o; ª·· ' 

3 ;S ± o. 9 
3 5 4·; 1 ± o:-6 4 o ~:± ·o. 1 '3 9. ± o. 6 
4 4'. 8 ·±" 1;4· 7, ± º·ª'·'······ 4 ; 1 ~± 1.2 
4 5 4 1 ±'. o. 6• 3 6 ± •o. 9 ••.... · : 3 6 ± o; 6 
5 4; 3 ± ·o .7 3¡ 6 ± o. 8 '·3 is ,-±, 0;1 
5. 5 4 2 ±. o. 5 3 4 ± •o. 1: 3 ;4' ±: o; 6 
6 4 3 ± o .9 .,3 :a ± :o .7 ,:, 3 .7 -·± o .7 
8 3 8 o. ª· 3; 5 ± 0;9 3 5 ± l. 1 

12 3 9 .L 2 •', .·3 ;2.: ;·º'ª ,. :,.3 6 ±. o.a 
24 3 7 º' 9 3 ; 4· .i. o '3 ;1 "±, 0.9 

No existieron dife~encias ~ignifi6~tivas ,entre tiemp~s 
temperaturas, 

ni entre· 
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FIG. l. EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE LAS CONc.i;:J~ACfONES 
DE PROGESTERONA EN PLASMA, PROVENIENTES DE MUESTRAS DE 
SANGRE CON DIFERENTES CONCENTRACIONES fNICfALES''DE . LA 
HORMONA E INCUBADAS CON HEPARINA A 4°C (A), 17ºC (B). Y 
37ºC (C). (SON VALORES AJUSTADOS) 
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FIGURA2 
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FIG. 2. EFEC'ID DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE LAS CONCENTRACIONES 
DE PROGESTERONA EN PLASMA, PROVENIENTES DE MUESTRAS DE 
SANGRE CON DIFERENTES CONCENTRACIONES INICIALES DE LA 
HORMONA E INCUBADAS CON C!TRA'ID DE· SODIO A 4ºC (A), 
!7ºC (B) Y 37ºC (C). (SON VALORES AJUSTADOS) 
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FIGURA3 
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FIG. 3. EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBAC!ONSOBRE LAS CONCENTRACIONES 
DE PROGESTERONA EN PLASMA, PROVENIENTES DE MUESTRAS DE 
SANGRE CON DIFERENTES CONCENTRACIONES INICIALES DE LA 
HORMONA E INCUBADAS CON EDTA DE SODIO A 4ºC . (A) , 
17ºC (B) Y 37ºC (C). (SON VALORES AJUSTADOS) . . 
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FIG. 4. EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE LAS CONCENTRACIONES 
DE PROGESTERONA EN SUERO, PROVENIENTES DE MUESTRAS DE 
SANGRE CON DIFERENTES CONCENTRACIONES INICIALES DE LA 
HORMONA E INCUBADAS SIN ANT!COAGULANTE A 4ºC (A) , 
17°C (B) Y 37ºC (C}. (SON VALORES AJUSTADOS) 
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FIG. 5. EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE LAS CONCENTRACIONES 

DE PROGESTERONA EN PLASMA, PROVENIENTES DE MUE!>TRAS DE 
SANGRE CON DIFERENTES CONCENTRACIONES INICIALES · DE· LA 
HORMONA E INCUBADAS CON FLUORURO DE SODIO A 4~C (A) , 
17ºC (B) Y 37ºC (C). (SON VALORES AJUSTADOS) . 
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V. DISCUSION 

El método de elección para evaluar la funcionalidad del cuerpo lúteo es Ja determinación de 

las concentraciones ·de progesterona por med.Ío del radioinmunoanálisis (\\átson y·Munro, 1980; 

Holland y col., 198'!; Kilo y ~oÍ., 1986) •. Sin embargo, el presente trabajo confirma que la 

estabilidad dela pr~gest;r~ni~~ rnuest~ de sangre bovina puede verse afectada por el manejo de 

la muestra, es~~rficii~~rite'pi¡r I~ t~mpe;atura de almacenamiento, tiempo transcurrido. hasta la 

separación del~I~s~~ o'su~ro,y'tiil<>·de allticoagulante utilizado. 

Se ha men~foiiado que.'Íos ~iveles de progesterona en el ganado cebt! sori diferentes 

(Adeyenío y He:u; 1980; Vaca y coL, 1983; Moreno y col., 1986; _Rubio y col., 1989) a Ios-d~l 

ganado europeo (Bosu y col.; 1981). Sin embargo, Pulidoy éol: 1991) mencionan que tal 

diferencia puede ser un art~facto debido a la diversidad ¡n;·~('~ii;;ej~ de la muestra sanguínea, ya 

que lo recomendable es centrifugarla lo más pronto pos!b.Wde~p~és de su obtención. 

Varios estudios han comparado el metabolismo':"!~ progesterona en muestras de·sangre al . . ' ....• , .· 
utilizar diversos anticoagulantes . .Vahdat y col. (l!ÍSÓ(al emplear EDTA como anticoagulante 

incubando la muestra a 22ºC observaron una disminución de progesterona Iig~ente menor que 

cuando se utilizó heparina, resultados similares se han obS«?rvado en otros estudios (Owens y col., 

1980a; Choi y col., 1989). Sin embargo, en el presente trabajo no se encontró la diferencia entre 

heparina y EDTA, ya que con ambos anticoagulantes la priÍnera disminución significativa en los 

niveles de progesterona se produjo a las 2 horas, tanto al incub~~'.ª 17ºC como al.incubar a 37º_C. 

Owens y col. (1980b) encontraron que el metabolismo de prog~~riina es más rápido en· muestras 

que contienen anticoagulante comparado con el que ocurre en ~J~fü~{:~in anticoagulante, ya que 

los niveles de progesterona en suero solamente disminuyeron un 37·%:~~~t~~\deJncubar la sangre 

por 24 horas, mientras que los niveles ·de plasma disminuyeron eit un :,., y ;~·i'1~~~~s de incubar 

por 24 horas tratadas con heparina o citrato de sodio, r~pectivamente. Thmbiétt"º;~¡~~h• col. 
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(1991) encontraron que la destrucción de la progesterona fue ligeramente más rápida en muestras 

de sangré con anticÍ>ág~lante.que en aqu~llas sin anticoagulante. En el presente trabajo no se 

confirmó dicho_ hallazgo, ~~ qu~ tan;~ en ~l cas~ d~ ·s~~rocorno en plasma obtenido a partir de 

muestras de s~ngre'irat~das có'~ h~p~rin~, citráto.de sodiÓ 'ó EDTA la primera disminución 

significativa en lo~ ni~eles d~ p;6~~ster~ria ~ pr~~j~:d~s1iúc!~ d~ in~ubar por 2 ó 2.5 horas, tanto a 

17ºC como a 37ºC. -

Estos resultado~ sugieren que, allnqúe la cóagul~ció!1:de l~ saÍlgre,al reducir.la superficie 

de exposición de eritrocitos 'aUíquicÍo sangllíneo''púeci~ interferir ~º~ la deg'radación de 
:··.::· _•:<,;-'_ ~:-.,--·.,-._: '· --,-"-.i ... "·,,_·.:.:·· '.,:<.,: __ . ,-,",,,: --.''<:,,_·_-...~-.-· ,:.:·.¡_: :·:•<~· ·. 

progesteron~ (WisemaÍiy co1:,'19s3), esie:érel:tii ~s iÍÍmitadÓ y~1-iiiéíáb<íii~rnó iíe'la prog~terona ' 
- . . - . ' . , '"::'....~··- .-.,:.-':; - - "'"'t' - -

puede proseguir casi almisrrió ritm~ en sangre en pr0ceso de coagulación;;«,'.:r:>-' 

En el ·pr~s~~t~_trab~j~-seconfirmó ~u:;_inde~~¡,;i¡(in¡~~e'~í~:~~1.·iipo de.'anticoagulante 

utilizado; c.uando lasángre•'es' incfoiadii: a "i•c: los válores ,de 'proge'iterona no disrni~Úyen tan •. 

rápidamente ~lllc,'~u~~ · ~ ~~¡iJ 1lrri'ú¿sfra ~ '22 y 37~c' (V.ih;Ja; y~j},{97~; ~da; y col.,· 

1981), o a temperatura ambient~ (I:loldsworth,. 1980;, (}wens y c:ol.; 1?8?á; OUnér y Edqvist, 

1982; Reimers y col;, 19;83; WiSeman fcol., 1983; Bre~el }'fcol.; 1988; O~~a ycol:,)990). Lo 

anterior demuestr{qué a ÍerriperatJ~a de refrigeración dls~in~ye la ·;;~pacid~d ~~ÍabÓtfoa de los 

eritrocitos (Wintrobe,1914). sin. e~bargo,eh e1 p~se111e trabajo ~siev1cl~n1e;cl~e1~ve1~il!ad d.e 1a 

destrucción d~hl 1i:cig~t~ro~~ no~~;. triw·~~riú d~~~ie~:te d~ lá ¡~,;,~~¡1~. ~~ ~~e c<ln ni~guno . 
de los antic~gula~t~s ~~~¡,~;:\.ó u';·rit~~· dedeg\::i~a~ió~ rnay~;ai in~ii'ti:i;:'a37óc cjue cl obt~nido 
a1 incubar a_ 11•c. Esto ~ri~ iitC!i~a/~ue la cap~cidad de de~raclaciÓ~·ci~ ¡;;oge~terolla pÓr tos 

eritrocitos es limitada:¡;;¡; ¡~ ~~~ e;;~r~ ~ sat¿ra y ~<:anza:· ~u ¡¡{.i,tiñii ~r~~¿de los 1 'l_•c, 
siendo incapáz d~.Íncr~;;,~~¡-;;¡;e~'~{yiirés iemireratur'as~ A';'ste ;;-;~;;, iuíido<y c~i:(J99t) 
también encontrar~~ ~u~ la d~gráda~ión de ¡i~~iest~;on~ fu~;ITiáS i'.ápid~ al ln~~ba~ ~ 17 y 37~C 
que al incubar ~·4·~~ ~~O' ~o ~e~cori¡ífr6~ diÍ~re~~ias e~ire 11•cy:3i·tt; 

Al utilizar ~I fluoruro cÍ1 ~~di~ c~;no inuco~iu1anie en 'et pr~~~¡~ estudio, ~o se ~bse~ó · 
una disminución slgnificátÍva>le Ías Ji~&ntracÍonesde ~;og6terc>~~ cÍu~te las 24 horas del 
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proyecto a ninguna de las 3. t~mperaturas en las cuales se manejaron las muestras. Resultados 

similares fueron encontrados por Vahdat y col (1984) y Pulido y col. (1991), quienes mencionan 

una diferenci3 significati~a alas 24 lio~s c~ando 't~s nmestras se incubaron a l 7ºC y 22ºC. El 

motivo por el cual los valore~ d~ ~ro'iesÍ~ro~i perman~n sin cambios significativos durante un 

tiempo es porque el flu~nlT¿ dtsoái~ .;;'~~nsld~r~~~ lln'factor letal para las enzimas glucollticas .. ' . ·,. ',·,, .. _, ,,,,_.--,.,. •', .. ,·,·. '• 

(Medway y col., 1973), éntre.ella5la enolasa (LCltninger,·19Íl5) la cual interviene en la glucolisis 

cuando el 2 fosf~g;icer~!Hb¡:;~ unam·oféculad~·a~~~;~ se produce el fosfoenolpiruvato y el 

fosfato de alta energri dé es~ ~mpu'eito:és ¡faÍ¡~f~rl~~ ~-ADP por la enzima piruvatokinasa para 

generar 2 · molés. de ATP P<ir ~~¡ d~gl~co~ ~~lcradi. De_~ m311era que; en pre~cia de fluoruro 

de sodio las células riri p;¡d~ '~tiÚ.ci.i la glu~'ti pli;ige~~rár ATP, y bajo tales circunstancias las 
::'.":·' ,_;:j' •. - . --· 

células no pueden metábolizar a Ja progest~ro~á.-'yá'que su degradación requiere ATP como fuente 

de energía (Murray y'~1.'H~88). 
-.-,< 

De acuerdo alos re;ult~dos de esie trabajo se considera qu~ el anticoagulante de elección 

para determinar los nÍv~I~.s_deprogesterona en plasma es el fluoruro de Sodio, ya que utilizando 

este anticoagulant~ Ia5 éoni:e~traclÓnes de progesterona medibles •.no ; afectan si no se cuenta con 

el material necesario para centrifugar la muestra de inmediato. Si~ .embárgó; se debe reá.lizar más 

investigación res¡)ecto a est~ anticoagulante ya que el valor d~ pro~~~~on-a ~tenido en'_ta íliuestra 

inicial conservad~ con este anticoagulante, fue menor en cbmpará¿iÓ~ c~ñ ele~éo~trado'-en la 

muestra inicial de suero. Este efecto ya había sido encon.trado (X)r P~;i~~·:fcoi~;'c1~91i ~Jien~s 
mencionan que la causa podría ser una interferencia d~I· fl·u~:J;~ d·~\~'.dio c~~ ~I 
radioinmunoanálisis. Sin embargo, cabe mencionar que en el presente ¡r.;bajo,"~1 Íg~íil '<1~e é~ ~lde 

Pulido y col. (1991), al mezclar el fluorurodes"!'iº~~!>n,l,~:inu~s\ra;~e é~eÜíÓu~~clie::i~lisis 
relativamenie marcada, tal c~mo I~ menciona Med~ay;'(1\J73l~ ~hd~t y dot (19Ú) énc~~t;aro~ 
que al hemolisar la muestra sanguínea lo más pronto posible de.'sü' obÍenció~ ia c~ntidad de 

progesterona. medible es menor a la encontrada ensang;.e no·~~molisada; 
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Cabe mencionar que en el estudio de Vahdat y col. (1984) con fluorúro de sodio, el valor . . . 
inicial fue similar al obtenido al trabajar paralelámente con heparina, y no mencionan que hubiera 

hemólisis. Est.o puede deberse a'.que ~ich,Ós auforés no utÍUzaron él fluorur~ de sodio como 
'· . ·, ', .. ' -., ;· »:: .. -: ·. 

anticoagulante sino como adyuvant~ añadido al óxalato de potasio, por lo que emplearon menor 
' ' ~- . . . 

cantidad de fluorur~ de sodio (0.5 mg/ml de sa~gre) que en 'et presente trabajo (10 mg/ml de 

sangre). 
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