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Lametaprincipalde losproductoresde carneparael consumohasidosiempre

la deobtenermayoresbeneficiosdesusproductos,bienutilizandorazasprecoces,con

mayorfacilidadparael engordeo administrandosustanciasqueal aumentarel apetito

o modificar, de algunamanera, elmetabolismohagan queel animal trasforme más

positivamente el pienso que sele adininistra.

Seriademasiadoextensoel enumerartoda lacantidadde productos que sehan

utilizado con los fines señalados,sólo vamosa citar, por habersido los que más

trascendenciahantenido, de caraala sociedad,alos anabolizantes,entendiendocomo

talesa todosaquellos productos capacesde mejorar labalanzanitrogenada porun

aumento delanabolismo.

La industria fitosanitaria se haencargado,a travésde los tiempos,deponeral

alcancedel ganaderouna serie deproductos,cadavez más sofisticadospor los

rendimientos que proporcionaban,paraque aladministrarlosasusreses obtuvieran

mejoresbeneficios.Es más,en algunosmomentosse hanllegado a desencadenar

verdaderasbatallasparaconseguirun mercado de altosrendimientos.

Sin embargo,en el año1985y atendiendomás a razonespolíticas -sehabló de

excesode existenciasy a los costesde mantenerlasy, sobre todo,de laexistenciade

un peligro potencialpara los consumidores-que a laspuramentecientfficas se

prohibió en Europa el uso de cualquier aditivo que tuviera ese carácterde

anabolizante.España, naturalmente, alpertenecera la CEtambiénprohíbeel usode

esassustancias.

Esta decisiónesfuertementecriticadapor los productores decarne,por los

productores delos anabolizantes,etc. y lo que es más importante por la propia

comunidadcientíficaya que secelebraronreumones,mesasredondas,simposia,etc.

donde queda demostrado que la utilidadde cienosanabolizantes,bajo determinadas

condicionesno son peligrosos,no entrañanningún peligroparalos consumidores.
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De entelassustanciasanabolizantesmás ampliamente utilizadas destacaeluso

delacetatodetrenbolonaconunosrendimientossignificativosen cuantoalos Indices

de conversióny gananciade peso serefiere.Estasustanciaquedaprohibidapor las

disposicionescomunitariasy nacionales,lo queno significaque haya dejado de usarse.

Al hacerunabúsquedabibliográficaparatratardejustificar las prohibiciones

aludidasencontramosunafalta deconocimientosenormesobre elcomportamientode

la trenbolonasobreciertasconstantesfisiológicas,particularmenteen elcampode la

endocrinologla,por ser la especialidadque tiene el laboratorio donde hablamos

tratado dellevar a cabo nuestrotrabajo.

No habíamosencontradodatos fidedignos sobrela cinéticade la trenbolona,

conocimiento importantisimoparapoderopinar sobre dichasustancia.Por ello, el

primer objetivo del trabajo que aquí sepresentaes el de estudiar lacinéticade la

trenbolonatrassuaplicación,en formade implante,en el ganadovacuno.Seestudian

las influencias que esas concentracionesde trenbolonapuedantener sobre las

concentracionesde hormonas esteroidesy tiroideas.

En definitiva, nuestro trabajo incluye un capitulo relacionado conel

Metabolismode las proteínas para poder analizary conocer las influencias de los

anabolizantes.Se estudia acontinuaciónlaBiosíntesisdelas hormonasesteroidesy el

mecanismode acciónde estashormonas,parapoderexplicaralgunasde las acciones

del implantesobre las mismasrutas debiosíntesis.Se describen acontinuaciónlos

Anabolizantesmás utilizados con estos fines y sus repercusiones enlo que a la

Seguridadde los consumidoresserefiere.

A continuaciónhacemosuna revisión bibliográfica sobre el desarrollo e

inaportanciade losMétodosinmunológicoscomoherramienta fundamentaldenuestra

parteexperimental,haciendoalusionestambién alos análisisporHPLCquenosotros

utilizamos.

La parteexperimentalpropiamentedichaestaconstituidapor el protocolo de
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manejo y tratamientode los animalesy el análisisde las muestras obtenidas,siendo

los valores analizadoslos de progesterona 17/3-estradiol, testosteronu~cortiso4 ni.

iodotironing tiroxina y hormonaestimulantede la tiroides.

Un amplio capítulo dedicado a ladiscusióncomparanuestrosresultados con

los encontradosen labibliografía.

Al final se sacan unasconclusionesqueentendemossonvaliosasya quehasta

la fechano sehablanrealizado trabajosexperimentalestanprofundosy completos

como el que aquí se presenta.
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La constanteevolución de los conocimientosbásicos, que constituyen la

nutrición animal, da como resultado laapariciónde nuevassustancias,de diversos

tipos, y que persiguenel mismo objetivo: el aumentode la productividadanimal a

travésde laestimulaciónde lavelocidadde crecimientoy mejorade los Indices de

transformacióndelalimento,en pesovivo.

Entre lassustanciasque han ido apareciendo enel campode laalimentación

animal destacanlos antitiroideos,consingular importancialos derivadosdel tiuracilo,

sustanciasinhibidoras de la función tiroidea,cuya administración,debido a su

interferenciaen la síntesisde hormonas tiroideas,produceestadoshipotiroideos

mejoradores del incremento ponderalde pesovivo, en algunasespecieszootécnicas.

Otras sustancias muyempleadasson los agentesanabólicos, usadosen

producciónanimal,y quefueronclasificadospor Hoffmann(1978)segúnsu actividad

biológica en: estrogénicos, androgénicosy progestágenosy, de acuerdo consu

estructura, en: esteroides endógenos, esteroides sintéticos y compuestos no

esteroideos.Todosson utilizados comopromotores delcrecimiento,produciendoun

incremento de lasíntesisproteica(Lii y Rendel,1976).Estos compuestosapartede

su actividadanabólicatambiénejercenactividadcomohormonassexuales.

El reconocimiento,por partede la FOA (Food and DrugAdministration),de

la utiuizacion del dietilestilbestrol (DES) -estrógeno sintético no esteroideo-,

empezándosea usar enaviculturaen los comienzosde 1947 y en ganadovacunoen

1954, marca el inicio en la utilización delos compuestosanabolizantes en la

producción animal (Hoffmanne: aL, 1975; ¡Cargy Vogt, 1978).

La administraciónde cualquierclase de“droga” requiereque hagamosuna

consideraciónde los posiblesriesgos,comparándolosconsusposiblesbeneficios.En

la actualidad,las ventajasdel empleo de agentes anabolizantesutilizados como

promotores delcrecimiento,particularmenteen rumiantes,estáfuera de cualquier

duda(Heitzman, 1976; Heitzman,1979).
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Las agentesanabólicosqueestimulanla elaboración deproteínassonunade

las solucionesparaobtenerun mayorrendimientode los alimentosdeorigen animal.

Dentrode las modernasexplotaciones,de producción cárnica, se admite que

los objetivasaalcanzarson:

- Carnede mejor calidad.

- Mínimo consumodepienso.

- Ciclo de produccióncorto.

Es indudable queel logro de los objetivosanteriormenteseñalados no puede

hacerseindependientemente,sino graciasa lacolaboraciónde genetistas,fisiólogos,

patólogos, nutrólogosy demás especialistasen las diversasramas biológicas.Con

frecuencia sonlos genetistaslos quebrindananimalescon extraordinario potencialde

crecimiento,queno podrámanifestarseen su plenitud,si no se lesmantieneen la

más estricta sanidady óptimas condiciones de alimentación. Sin embargo, se

presentanocasionesen las que elinvestigadorpuede, con habilidady un adecuado

conocimientodel marco fisiológico del animal, alterar ligeramente determinadas

funcionesfisiológicas,enbeneficiode la productividad.Ejemplosdeestoslos tenemos

antenuestrosojos como son la producción decarnesblancas,empleo dediversas

sustanciasde tipo estrogénico,etc.

Estos fines sólo podrán alcanzarseen la medida en que larelación de

conversióndel nitrógeno proteico sea máselevada.Sin embargo,estaconversiónes

realmentedeficitaria enla especie bovinay decrece a medida que aumenta la edad

delanimal.El potencial deconversióndel 70% enlos primeros días devida, bajaa

un 30% apartir de la décima semana (VanDer Wal, 1975).Van Der Wal y Berende

(1983) estudiaron lautilización del nitrógenoalimenticio, en tanto porciento, del

ingerido retenidopor los bóvidos en forma deproteínascorporales,llegando a la

conclusiónque está en relación inversa conel excretadoenla orina,aumentandoéste

último con la edad delanimal,mientras que permanececonstanteel excretado enlas
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heces.

Esta situaciónnos atreveríamosa calificarla de “catástrofe metabólica’,

mejorarlanotablementeconla utilizaciónde los anabolizantes-estradiol,acetatode

trenbolona-,expenunentándoseun incremento del nitrógenoretenidoen formade

proteinascorporales(Van Der Wal y Berende,1983).

Ello explica porquélos investigadoreshan dedicado tantosesfuerzospara

intentarreducir las pérdidasdenitrógenosuministradasen la raciónalimenticia,que

constituye el elementomás caroy con lo que mejoraríamos larentabilidadde la

produccióncárnica.

Actualmente,el empleoracional delos anabolizantes esel mejor instrumento

puestoadisposicióndel ganadero, por lainvestigación,paraincrementar de manera

notable lafijación del nitrógenoalimenticio.

Así, la utilizaciónde esassustanciasencuentrasu principal justificaciónen la

productividadde los animalesque la reciben,porque:

- Amnentanla gananciadiaria depeso.

- Aumentael índicede conversión.

- Mejoran laconformaciónde la canal.

- Mejoran laclasificaciónde la canal.
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METABOLISMO DE LAS PROTEíNAS

Las proteínasconstituyenaproximadamentelas tres cuartaspartesde los

sólidosdel organismoanimal.

Las podemosdividir en: proteínasestructurales,enzimas,genes,proteínas

transportadorasde oxígeno,proteínasmusculares responsablesde la contraccióny

otras que desempeñanfuncionesespecíficasdentroy fuerade las células (Guyton,

1988).

Las propiedadesquímicasbásicasde las proteínas, queexplicansus diversas

funciones,son muy amplias,por lo que nos limitaremos a estudiarlos aspectos

específicosdel metabolismodelas proteínas queconsideremosmás importantespara

los finesde nuestroobjetivo.

Biosíntesisproteica

En la décadade los años70, escuandose ha producido un granavanceen lo

que al conocimientode la biosíntesisde las proteínas enlas célulasanimalesse

refiere, aúncuandoexistan,actualmente, muchospuntososcurosen las interacciones

químicas.Si se considera,en líneasgenerales,la biosíntesisproteicaen las células,

encontramosque es análoga alasqueacontecenenlasbacterias,aunqueexistenunos

perfiles, que son, considerablemente,más complicados.Algunos estudios tratan

parcialmente (Mazumdery Szer,1977)o completamente(Pain,1978;Revely Groner,

1978; Painy Clemens,1980) la síntesisproteicaa nivel celular.

Algunos de los conocimientos,que actualmentese tienen,derivande los

modelos introducidos por diferentes investigadoresque permiten medir ciertos

parámetros, pero que tienen elinconvenientedeno ser deltodo ciertosa la hora de

extrapolarlosa lo quesucedeen el organismovivo. Sin embargo,sonesosmétodos

lo suficientemente demostrativosparalos finesqueahoranosotrosperseguimos.

9
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Labiosíntesisproteicacomprendeunaserie deprocesoscomplejosque afectan

a las tresclasesdeRNA y aun gran número deproteínas(Painy Clemens,1980).El

ordende inserciónde los aminoácidos,en una cadenapolipeptidica,estadirigido por

la secuenciade lasbasesnucícótidasen el RNA mensajero(nANA), el cual es

transcritodelDNA, en la regiónnucleoplasmáticadel núcleo.

La informacióngenética,representadapor lasecuenciade bases en elxnRNA,

es descifrada por el RNA de transferencia (tRNA)y convenidala secuenciade

aminoácidosen proteínas. La estructura tRNA(figura 1) incluye tres distintivos que

la capacitanparallevar acaboestasfunciones:

1- Unatripletaanticodón debases,quesirve deunión complementarlaal

codón enel mRNA, queespecificaun aminoácidoen particular.

2- Un lugar de inserciónen el mismo aminoácidoen el terminal3’.

3- Un lugar de reconocimientoparala enzimaespecífica,aminoacil-tRNA

sintetasa,quecatalizala unióndel aminoácido.

La formacióndelanainoacidil-tRNA implica la hidrólisisde ATP aAMP; por

tanto, la preparaciónde cadamolécula de aminoácido para la síntesisproteica

requiereel gastode dos unionesde altaenergía.

El tercer tipo de RNA que interviene en lasíntesisproteica es el RNA

ribosomal (rRNA) que sesintetizaen el nucleoloy se incorpora, junto a unas70

proteínas, dentro delos ribosomas. Estos orgánulosestán formados por dos

subuidades,denominadas40Sy 60S, segúnsu gradiente dedensidadensacarosa.

El procesode síntesisproteicareferido a la traslación(Pain, 1978) se puede

dividir en tresetapas:

1 iNICIACION: unión deun ribosomay de una moléculade iniciador

10



3
OH lugar de unldn del

aminoácido

Anticodon
Figura1

específicodel tRNA (Met-tRNA)aun lugarparticulardel

mRNA al principio de lasecuenciacodificante.

2 ELONGACION: el ribosoma semueve hacia el mRNA conlo que se

elabora una cadenade polipéptidos, a partir de los

aminoácidos, consecuenciadependientede lainformación

genéticacodificada segúnel ordende lasbasesen el

niRNk

3 TERMINACION: el ribosoma, tras la elongación,alcanza el finalde la

Sp
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secuencia codificantesobreel RNA y seliberajunto a la

cadena proteica recién completada. En estas

circunstancias,el ribosoma escapaz de reunirse a la

misma,u otra, moléculade ntxRNA. Si no seprecisade

inmediatoparala síntesisde otraproteína,el ribosoma

permaneceráen elcitoplasma,enunaespeciede“salade

espera”de ribosomasmonoméricos,sin unirseal naRNA.

Regulaciónde la biosíntesisproteica

La síntesisde proteínas, enlas célulasanimales,está sujeta aunaregulación,

tanto cuantitativacomo cualitativa.Laprimera,estoes, el control de lacantidadtotal

deproteínasintetizada esmuy importanteparadeterminarel tamaño deltejido y su

respuestaa diferentesfactores,comopuedenser losnutricionalesy los hormonales.

La regulacióncualitativa o, lo que es lo mismo, el control de tipo deproteína

sintetizadaes, también,de gran importanciaparala inducciónhormonalde enzimas

y paralos procesos de desarrolloy diferenciación.

La medición de los ritmos totalesde síntesisproteica“in vivo” ha mostrado

cambios,en variostejidos, en respuesta aalteracionesnutricionalesy/o hormonales

(Henshaw,1980; Pain, 1980).Estos cambiossepuedenconsiderar,en términos de

regulación,como dependientes de:

a. - Número deribosomasdisponiblesen el tejido, lo que posiblemente

determinael máximoritmo desíntesisproteica,en cualquiermomento.

Hirsch en 1967 y Young en 1970, determinaronla concentración de

ribosomasen un tejidomidiendoel RNA total.

b. - Actividad de los ribosomas,o sea,ritmo de síntesisde proteínaen el

tejido.

Las deficienciashormonalesy/o nutricionalesreducen,tanto el número de

12



ribosoniascomo el porcentaje desíntesisde proteínaspor ribosoma en elmúsculo

(Millward et al., 1973; Flaim el aL, 1978).Hechoéste atenermuyen cuentarespecto

anuestrosobjetivos;si bienporel momentoexistengrandesdificultadesparaconocer

profundamentela regulaciónde la actividad de los ribosomas,ya que no existen

procedimientosestandarizadoscapacesde analizar talescambios.

Hasta hace relativamentepoco tiempo se teníala creencia deque una

disminuciónde la proporción depolisomasen un tejidoimplicaba,automáticamente,

unadisminucióndel ritmo desíntesisproteica,y viceversa(Wool el aL, 1968;Jefferson

el aL, 1974).Sin embargo,y ala vista delos resultados obtenidos,cuandose utilizaba

cicloheximidase producíaunainhibiciónparcialde la síntesisde proteínas,lo cuálera

acompañado de un incremento enribosomas,impidiendoseel proceso deelongación,

másque el de iniciación, llegandoa la conclusiónque elanálisis de los polisomas

sólo seráútil cuandosecoordinecon la medida desíntesisproteica/ribosomasmás

queconsiderarlocomoun sustituto de ésta(Rannelsel aL, 1978; Li el aL, 1979 ).

Ajuzgarporlosprogresosque se vienen realizando“itt vitro” sobre estecampo,

tan apasionante,de la síntesisproteica, a nivel celular, esmuy posible que en un

futuro, no muy lejano, sedispongade informaciónsuficienteparaconocer,con toda

exactitud,cómo intervienentodoslos factoreshormonalesy/o nutricionalessobreeste

biomecanismo.Por el momento bástenosconocer los fundamentosanteriormente

apuntados.

Dentrode la célula, además delprocesode sfntesisproteicajuega, también,

un papel,muy importante, la degradación delas proteínasaunqueno seatanbién

conocidocomoel anterior(verpáginas posteriores).

13



Control hormonal del metabolismoproteico

Uno de los factoresque nos indujo a considerar este apartado, es elescaso

conocimientoexistenteen eláreade la regulaciónhormonaldel metabolismode las

proteínas,particularmenteen lo referenteal crecimientoy al uso de hormonasen la

producción deproteínaanimal, con elfin de poder incrementar elsuministrode

alimentoala población humana.

El sistemaendocrino tieneunainfluencia considerableen elcrecimientodel

animal, al regularla tomade nutrientesy la división de los mismospor variasvías

metabólicas(Baile y Forbes,1974;Bray, 1978).

Los posibleslugaresde actuaciónhormonal, a nivel celular, en la síntesis

proteica,se encuentran representadosen la figura 2.

El papel de cadauna de las hormonassobre el metabolismoproteico, lo

estudiaremos más adelante enel capítulode mecanismosde acciónhormonaL

Degradación proteica

Al menos sehandescritotresprocesoscomolos responsablesde la escisiónde

lasuniones peptídicasintracelulares,quesonlos causantesdel catabolismo proteico:

1. Manipulación de las proteínas por unmecanismoproteolitico co-

traslocacional,localizadoenel retículoendoplasmáticorugoso(RER),

quetrasladalospéptidos“marcados”delasproteínas secretoras(Blobel

y Dobberstein,1975)

2. Rápida degradación deuna gran proporción deproteínas recién

sintetizadas.Este procesopareceser el responsable de controlar la

cantidadde proteínaque sesecrete.

14
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3. Degradaciónpost-traslocacionalde las proteínassujetasa degradación

fisiológica, tambiénllamada degradaciónproteicafisiológica.

La degradaciónproteicafisiológica dependede unaserie defactoresque se

puedenresumir, endos grupos:

a- factoresrelativosa laspropiedadesde lasproteínascomosustratospara

la degradación,y

b- factoresque influyen sobre las diferentes enzimas responsablesde la

degradaciónproteica.

El sistemade degradaciónproteicadepende de una serie decaracterísticasde

FuentusdoEnmigla Antobidae

Figura2
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las propiasproteínas(Mc Lendony Radany,1978)y queson:

Las subunidades grandesse degradan másrápidamenteque las

pequeñas.

u- Las proteínasácidasse degradan con másfacilidadque lasbásicaso las

neutras.

¡u- Las proteínas concociente de renovación rápido presentan

característicashidrofóbicas.

iiii- Las proteínas termoestables sedestruyen lentamente.

Un posiblemecanismoregulador de la degradaciónproteicalo constituyela

modificación covalentede las proteínas, por cuanto puedeactuar cambiandola

conformacióny estabilidad de la proteína o generando lugaressensiblesa las

proteasas, al variarsu afinidada lasendomembranas<Ekmana aL, 1978).

En cuantoa los mecanismosde degradación,dependientes de lamaquinaria

celular, son varios autoreslos que consideranla existenciade más de unsistema

proteolíticoen lacélula. Bailan! (1977) y Amentaet aL (1977), hanpropuestodos

rutasindependientesparala degradación proteica.

Durantela autofagia,los constituyentescelularessonincluidosen membranas

paraformarvacuolas,quese fusionan conlos lisosomasprimarios-autofagolisosoma-

dondelasproteínasy otrasmoléculas,son degradadas.Estemecamsmoconstituyeel

30% de la degradaciónproteicaintracelular(Knowlesy Ballard, 1976).Ballard (1977)

propone que el control de lavelocidadde la autofagia es ejercido porvariacionesen

la capacidad delsistema,comopuede serel número devacuolas formadas.Existe,en

opinióndeBallard(1977),un segundosistemadegradativo,queprobablementeafecta

ala escisiónproteolitica directa y que seencuentralimitadopor la capacidad de cada

proteínade actuarcomosustratoparala proteolisis.Este proceso puede afectar alas

16



reaccionesdependientesde lamembranaen las que seinactivanciertasenzimas,lo

que constituiría unprimerpasode la degradación(Mayer et aL, 1980).

Ainentaa aL (1977) distingueentrelos procesos indiscriminadosdeautofagia

y los que seproducenparamantenerlascondicionesbasalesde degradaciónproteica.

Conel acúmulodeproteínas en lascélulasdiferenciadas,estasíntesisse puede

realizar muy rápidamente,caso de las células de la glándula mamaria, omuy

lentamentecomo en el caso del músculo. El acúmulo proteico (hipertrofia)

normalmenteocurre porunahiperpíasiade los tejidosy estahipertrofiano sucede

cuando la degradaciónexcedede lasíntesisproteica.Sin embargo,lasvariacionesen

la cantidad de proteínao enzimasdependerá,no sólo del cambio cuantitativoy

temporalde la síntesisproteica, sino tambiénde los fenómenosde degradación,

durantela faseacumulativaen lacélula.De esteinterjuegose desprende que en las

células son reconocibles,al menos, tres subgruposproteicos: proteínascelulares

especificas,proteínassecretorasespecíficasy proteínasno especificas.

Empleo de las proteínas plasmáticas por los tejidos

Cuando enlos tejidosorgánicosexisteunadisminuciónde las proteínas,éstas

puedenserrestituidas,con granrapidez,por las proteínasplasmáticas.En realidad,

los macrófagos tisularesson capacesde embeberlas protefnas plásmaticaspor el

proceso llamadopicnocitosis;acontinuación,unavez en las células,dichasproteínas

se desdoblan enaminoácidosque setransportandenuevohacia la sangrey seutilizan

por todo el cuerpoparaelaborar proteínascelulares.De esta manera,las proteínas

plasmáticas funcionan como medio de almacenamientolábil de proteínas y

representanun sitio de rápidadisponibilidadde aminoácidos,en todos los casosen

los quelo requieraun tejido enparticular.

Existe un equilibrio reversible,entrelas proteínasplasmáticasy tisulares,

dependiendode la velocidadconla que el hígadosinteticeproteínasplasmáticas;la

velocidad con la queel hígado sintetiza éstasdepende de la concentración de

17



aminoácidosen sangrecirculante,si éstosescaseanse reduce la concentraciónde

proteínasplasmáticas.Por otra parte,si existe en sangreexceso de proteínas

plasmáticas,éstas seutilizan para elaborar proteínastisulares. Por lo tanto, se

establece unequilibrio dinámicoconstanteentreproteínasplasmáticas, aminoácidos

de la sangre yproteínastisulares.

Cuando en la raciónalimenticia al animal no se le suministra la cantidad

necesaria deproteínadiaria, enel organismo,partede las proteínasse transforman

en aminoácidosque se desaminany oxidan, produciéndose de estamanerauna

pérdidade las proteínastotales. Por lo tanto, es preciso ingeriruna cantidad

determinadade proteína, dependiendo de laespecie animal,raza,sexo, edad,etc.,

estimándosequeparael ganadovacunose deben ingeriral menos148 g diarios de

proteína(Manual Merck de Veterinaria,1988), ya que con esta cantidad elanimal

podrá disponer de lasproteínasnecesariaspara un buen funcionamientode su

organismo.

Para que sepuedanutilizar la totalidad delas proteínasingeridas, los

aminoácidosquecontienen,debenconservarentresí la proporción quepresentenen

los tejidos.Porejemplo,si bajala concentraciónde uno delos aniioácidos esenciales,

los demásno podránutilizarse,ya quelas célulasfabricanproteínascompletaso no

fabricanninguna,en consecuenciase desaminarány se oxidarán.Unaproteína,cuya

composiciónen aminoácidosdifiera de la del promediode proteínascorporales,se

llama proteínaparcial o incompletay resultaevidentemente menos útilpara la

nutrición que unaproteínacompleta.
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BIOSINTESISDE LAS HORMONASESTEROIDES

Creemosoportunohacerunpequeñarevisiónde la biosíntesisde lashormonas

objeto de nuestro estudio,paraunamejorcomprensiónde los mecanismosdeacción,

que severánposteriormente.

Los principalestejidos de síntesisde las hormonasesteroideas(andrógenos,

estrógenos,progestágenos,glucocorticoidesy mineralocorticoides)soncortezaadrenal,

ovario y testículos;y en menor medidapiel, hígadoy riñón. Tambiéndurantela

gestación,la placentasintetiza estrógenosy algunas otras hormonas(Norman y

Liwack, 1987).

Todaslashormonasesteroides se sintetizan apartirdelcolesterol.Los trabajos

deBloch (1965)establecieron quelos 27 carbonos delcolesterolprocedendelacetato

(CH3COOH), pudiéndose resumir laproduccióndel colesterol en cuatroetapas:

- Formación delácido mevalónico(6 carbonos)apartir de 3 moléculas

de acetato.

- La conversiónde 6 moléculasde ácido melavónicoen esculeno(30

carbonos), atravésdeunaserie defosforilacionesintermedias.

- Oxidacióny ciclacióndelesculenoproduciendo lanosterol(primeréster

cíclico).

- Cambiosde posición de tres grupos metiloy doblesenlaces,en el

lanosterol, producenfinalmenteel colesterol.

Unavez obtenidoel colesterol,sufreunaserie de reaccionesquímicasquedan

lugar a la formacióndepregnenolonay progesterona(figura 3).

Homwnogénesiven laCarezaAdwna¡

La cortezasuprarrenalse encuentraconstituidapor tres capasperféctamente
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definidasdesde lasuperficieal interior: la zonaglomerulares lacapamássuperficial

y de menorgrosor,la zonafasciculadao intermediay la zonareticularque es lacapa

másprofunda.

La zonaglornerularsecretaaldosterona,mientras quelas zonasfasciculaday

reticular secretancortisol y otrosglucocorticoides,pero esprobableque seamayorla

secreciónde las hormonas en la zonafasciculadaque en la reticular. Ambascapas

secretan,también, andrógenossuprarrenales,pero quizás sea mayor la cantidad

sintetizada en la zona reticular (Weberet al., 1950),

La biosíntesisde estashormonases apartir del acetato,que desde la sangre

seintroduceen el retículoendoplasmáticode la célulaadrenal, dondeatravésdeuna

serie de reaccionesquímicas,vistasanteriormente, seformael colesterol.El colesterol,

provienedelretículoendoplasmáticoy del liberadoporlas esterasas delos ésteres de

colesterol, almacenadoen las gotitas lipídicas llega a la mitocondria. En la

mitocondria,éste,se transforma en pregnenolonaatravésde reaccionesquímicas(la

localizacióna nivel celular de los diferentesestadios en labiosíntesisseencuentran

representadosen lafigura 4).

ColestBrol
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La pregnenolonase transfiere alretículo endoplasmático,donde sufriráuna

serie de transformacionesbioquímicas graciasa la colaboraciónde un equipo

enzúnático muy desarrollado enlas células adrenales (James,1979). Dichas

transformacionesquímicasque producen lasíntesisde cortisol, sepueden realizara

travésde dos vias, unaa travésde la progesterona (llamada vía delta4), y otra a

travésde la17a-hidroxipregnenolona (llamadavía delta5).

La secuenciapredominantede las transfonnacionesenzimáticases la 17a-

hidroxilaciónseguida de las38-hidroxiesteroidedehidrogenasa yenzimasisomerasas,

21-hidroxilacióny finalmente11B-hidroxilación.Peroestasecuenciapuede variar; por

ejemplo, la 21-hidroxilaciónpuedeprecedera la 313-hidroxiesteroidedehidrogenasa

isomerasa.Sin embargo,la 17a-hidroxilaciónno ocurre nuncadespuésde la 21-

hidroxilación (figura4).

[a síntesisde andrógenosadrenalestiene lugar enlas zonasmásprofundas,

produciéndose igualmente apartir de lapregnenolona.

El cambio de los carbonos enC-17 para formar andrógenosadrenales

requierenprimero laintroduccióndelgrupo 17a-OH.Comoconsecuenciase produce

17a-hidroxipregnolonaque es escindida por la C-17-20 liasa produciendola

dehidroepiandrosterona,que representaal andrógenoadrenalsecretado enmayor

cantidad.Aproximadamente la mitad deesteesteroide es secretado en formadeéster

sulfato,queparteprocede delos precursores consulfatoy el resto de lasulfatación

por la sulfoquinasa.

Los principales andrógenosadrenales:androstenodionay su análogo liB -

hidroxiandrostenodionapuedenserformadosvía delta5, por la vía delta4 ó poruna

vía intermedia. La1113-hidroxiandrostenodionapuedesintetizarsevíacortisol.

La víasulfato, parala síntesisde sulfato de debidroepiandrosterona,ha sido

investigadaitt vitro e itt vivo y fue revisada por Wang y Bulbrook (1968). La

transformación de sultatode colesterolasulfatode pregnenolonay de ésteasulfato
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de 17a-hidroxipregnenolona,y de éste a sulfato de debidroepiandrosterona,puede

tenerlugarsin la hidrólisis delgrupo sulfato.No obstante, la víasulfatoparecetener

poca importancia. Debido al lento transportede sulfatos en la circulación, la

concentración dedehidroepiandrosterona,en elplasma,esrelativamentealta. Esto

puedeservir comoalmacén de andrógenos en lacirculación.

La localizaciónde los diferentesestadosen labiosíntesisdel cortisol y de los

andrógenos adrenales enlas fasciculaday reticularsonlas siguientes comose ven en

la figura 5.
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Homwnogénesisni los Teslfculos

La función de las células de Leydig de los testículos es la secreciónde

andrógenos.El principal mecanismoregulador es atravésde la secreciónpulsátil de

la hormona luteinizante secretadapor la adenohipófisis(Dufau et aL, 1983). Los

andrógenos sonlos responsablesdel desarrolloy mantenimiento delos órganos

genitales internos y externos, de la aparición delas característicassexuales

secundarias,del desarrollo delsistemamúsculo esquelético,de la inhibición, por

retrofuncionalidad, del eje hipotálamo-hipófisis y de la estimulación de la

espermatogénesis.Además,los andrógenos estimulana otros tejidoscomo la piel y

los riñones (Hall, 1988).

Los principales esteroides, secretadospor los testículos,son los andrógenosy

dentro deéstos, la testosteronaes la hormona secretada enmayor cantidad.La

androstenodionay la dehidroepiandrosteronatienenmenor gradode androgenidad

(Eik-Nesy Hall, 1965).Estashormonasson sintetizadaspor las célulasdeLeydig en

los testículos,glándulasquetambiénsecretanestrógenos,los cualesson sintetizados

por las célulasde Sertoli (Dorringtony Armstrong,1975).
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idem veecér eeunhkce

Figura6

té Shétr
.- sea a~

24



La síntesisde la testosterona es apartir del colesterol,que, a travésde una

serie de reaccionesproducepregnenolonay progesterona. Estas danlugar a la

testosterona,por mediode dos víasparalelasllamadasdelta 5 y delta 4. Laprimera

procedede la 17-OH-pregnenolonay la segundade la17-OH-progesterona.

Los esteroidesintermediosde la vía delta5 puedenser convenidos enlos

correspondientes esteroidesde la vía delta4 por oxidaciónde la 3B-hidroxil a (oxo)

cetona(3B-esteroidedeshidrogenasa)seguidopor elcambiodel dobleenlacedeCS-C6

a C4-C5 (delta5 - delta4 isomerasa).(Figura7).

La forma hormonalnienteactiva de la testosterona, enel macho, es la

dihidrotestosterona(DHT). El lugar demayorproducción es lapróstatay tambiénlos

testículos,piel y glándulassubmaxilares.La reducciónde testosteronaa DHT es

mediadaporla enzimadelta-3-cetoesteroide-Sa-oxidorreductasa,la cualrequierecomo

cofactorel NADPH (NADP reducido-fosfato denicotinamida-adenindinucícótido-).

Esta enzima está asociada alos microsomasy a las membranasnuclearesde las

célulasprostáticas.

A nivel histológicola biosíntesisde andrógenos ocurre en lamitocondrfay en

el microsomade la célulade Leydig, comose puedeapreciaren lafigura 8.

El sistema enzimático que fracciona la cadena lateral (formado por la

adrenodoxinarreductasa,adrenodoxinay citocromo PASO) se encuentrasolo en la

membranamitocondrialinterna. Apartir decolesterolproducepregnenolona,que se

transfiereal microsoma,dondeesatacadapor lasenzimasde la membrana,entrelas

cualesestá laenzimafragmentadorade la cadena lateral, queconvienelos esteroides

de 21 carbonos en andrógenosde 19 carbonos: androstenodiona o

debidroepiandrosterona,segúnseuse la vía delta5 o delta4.

Los esteroidestesticulares sepuedensecretar desde lacélulasde Leydig

mediantetres diferenteslíquidosextracelulares: sangre,linfa y liquido tubular.La
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sangrees el principal sistemaefluente,conun ritmo deflujo mucho mayorque en la

linfa y enel liquidotubular.El mecanismode secreciónmás importante de esteroides

en esta glándula es el dedifusión. Secree queesasí,debidoala correctacorrelación

entrelas concentracionesde testosteronaintracelulary extracelulary ademásdebido

al hecho de que noexisteevidenciarealdealmacenamientodeesteroidesengránulos

subcelulareso vesículas(Illera, 1984).

El hígado se encargade metabolizar la testosterona, transformándola en

androstenodiona,mediantela oxidación del grupo hidroxo 17B. Posteriormente,la

androstenodionasereduceadosandrostenodionas,que se convierten en androsterona,

epiandrosteronay 5B-androsterona,lascualesse secretan pororinay heces enforma

soluble.

Además, la testosterona se puedetransformaren androstenodiolesque se

secretan por orina, previamente conjugados. Por el contrario, la

dehidroepiandrosteronaes hidrolizadaporunasulfatasa,transformándose ensulfato

de dehidroepiandrosterona,que se puedeconvertir en testosterona.
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HomwnogbwsisOváfica

El ovariopuede considerarsecomoun conjuntode trestejidos endocrinos:el

estroma, elfolículo y el cuerpo lúteo;éstos tejidossecretany sintetizanhormonas

cuyos compuestos poseen una estructura similar llamada ciclopentano-

perhidrofenantreno.

ACSÉ
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Las principales hormonasesteroidesproducidas por el

estrógenos,andrógenosy la progesterona(Stanbenfeldtet al,

Ecbternkamp,1972; Schamset aL, 1977).

ovario son: los

1969; Hansel y

Todoslosesteroidesse sintetizan a partirdelcolesterol,procedente,delacetato

intracelular ode la propiasangre.Las rutas desíntesisde las hormonas esteroides en

el ovario seencuentranrepresentadasen la figura 9.

El principal estrógenobiológicamenteactivo esel 178-estradiol,pudiendo
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considerarcomo metabolitos deéste, la estronay el estriol (figura 10). Todoslos

estrógenosováricos derivan de los andrógenos:androstenodiona,testosteronay

dihidrotestosterona,siendolascélulasde la granulosa y de latecainternadel folículo

lasresponsablesde la síntesisdeestrógenos(Moor aaL, 1978).El estroma no puede

sintetizarestrógenosapartir de andrógenos.

OH O

OH
4—

HO HO HO

178-esúsdid Osfrofil

Figura 10

Latestosterona,comohormonaesteroide,sesintetiza,en las célulasde lateca

internabajo el control de la LHy FSH, convirtiéndoseen 178-estradiolen las células

de lagranulosa,mediantela acción de la enzimaaromatasa.El 178-estradiolse vierte

en el liquido de los folículos antrales,en desarrollo, y en las venasováricas.Las

concentracionesplasmáticasde1713-estradiol,presentanunpicomuyelevadoantes del

estroy un segundopico alrededorde los días5 y 6 delciclo, permaneciendo enniveles

basales durante la fase luteinica de éste, para ir aumentandodesde el

desencadenamientode laluteolisis,alcanzandounameseta aproximadamente26horas

antes del desencadenamientodel estro (Hansel yConvey, 1983; Peters, 1985;

Dielemann al, 1986). La elevación de laconcentraciónde 178-estradiol,está

relacionadacon el crecimientodel folículo ovulatorio, que seproduceen la fase

preovulatoriadel ciclo, en el ovario dominante,(Irelandet aL, 1984; Dielemane: al.,

1983) siendo este laprincipal fuente deestrógenos,responsables del comportamiento

estral. La alta concentración de178-estradiol,durantela fase folicular del ciclo,

estimulalos picospreovulatoriosdelasde lasgonadotropinasmedianteun sistemade

retrofuncionalidadpositiva,incrementandola sensibilidadde las gonadotropinas a la

GnRHy estimulando almismo tiempo la liberaciónde esta
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hormona (Kesneret al, 1981). Todavía no se conoceexactamenteel significado

funcionaldelsegundopico de1713-estradiol,el cualseproduce alrededordeldía6 del

ciclo, aunque se haasociadocon una de las oleadas decrecimiento folicular

(Schallenbergerel al., 1984; Ireland,1987).Lasbajasconcentracionesde 1713-estradiol

secretadas porlos folículos en desarrollo, durante la fase luteinica actúan

sinérgicamentecon la progesteronapara ejercer un efecto de retrofuncionalidad

negativa sobre la secreciónde LH. Se ha demostrado quecadapulso de LH,

procedente de lahipófisisanterior, estáíntimamenterelacionado con unpulsode 1713-

estradiol (Walters ySchallenberger,1984) esto indica que la LH estimula lasecreción

inmediatade 17B-estradiolen los folículos en desarrollo.

La progesteronaes secretada engrandescantidades por elcuerpolúteo. Las

concentracionesplasmáticasde esta hormona reflejan eldesarrollo,mantenimiento

y regresión deestecuerpolúteo. Lasconcentracionescomienzana elevarsedesdeel

día4 del ciclo hastaalcanzarun pico entrelos días8 y 16, posteriormentedescienden

hastavaloresbasales antes delestroy la ovulación(Garverickel aL, 1971; Wetteman

el al, 1972; Schamseí al 1977).Esta hormonaejerceun efecto deretrofuncionalidad

negativa, sobrela liberación de LH (Rochey Ireland, 1981; Irelandy Roche,1982;

Hansel yConvey,1983) reduciendo lafrecuenciade los pulsosde LH, influyendo en

la determinación delpico preovulatoriode 1713-estradiol(Aberyawardeney Pope,

1987).Laprogesteronapresenta tambiénunpatrónpulsatil desecreción,coincidiendo

dichos pulsoscon los de FSH enla faseluteiica (Waltersel al, 1984).

La función delos andrógenos en laendocrinologladel ciclo estralbovino aún

no estámuy clara. Wiseeí al., (1982)señalanquelasconcentracionesde testosterona,

androstenodiona, dihidroepiandrostenodiona,se incrementan alrededor del

desencadenamientodelestro. Sesabequelos andrógenossonintermediarios del1713-

estradiol,asícomola influenciaque ejercensobreel comportamiento delas hembras

en el estro (Peters,1985).
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Honnonogéneásde la Glándula flro¡des

Como glándulade secrecióninternay desdeel punto devista fisiológico, en

la glándula tiroides se sintetizany secretan treshormonas: tiroxina(T4), tri-

iodotironina (1’3) y tirocalcitonina(Tc), esta última se liberade la glándula cuando

se elevanlos nivelesséricosde calcio, siendolas dos primeraslas más importantesy

objeto de nuestro estudiopor su efectosobreel índice metabólico delorganismo.

HonnonogénesistñokIeír la síntesisy liberación de las hormonas tiroideasllevan

implícito tres escalones cada uno deellos moduladospor muchos mecanismos

reguladores(De Navery Vassart,1980).Comosepuedeapreciaren la figura 11.

El primer pasoen la formación de las hormonastiroideas, es lasíntesisde

tiroglobulina (Tg), glucoproteinano hormonalde gran tamaño,la cual seelaboraa

nivel de lacélula tiroidea,no siendosu conformaciónmolecular del todo clara pero

si escierto queincluyemuchos residuostirosinicos,transfiriéndosepor exocitosisal

espaciovesicularquedando incorporadaal coloide trasunaseriede manipulaciones.

Lasegundaetaparepresentala iodacióndelos residuosdetirosinaen elenlace

peptídico,dentro de lamoléculade tiroglobulina intacta,procesoque seconocecon

el nombrede ~organiflcaci6nde Ja tirogJobulina~.

Paraesta segundaetapaes necesarioel paso previo deoxidación, del iodo

extraídodel torrentecirculatorioen forma de yoduro a iodamolecular,mediantela

enzimaperoxidasa,localizada en lamembranaapical de lascélulas, estandoya en

disposiciónde reemplazara los gruposhidroxilo de los residuostirosiicos de la

tiroglobulinaparaformar tironinasque se unen a latiroglobulina.El paso final de la

organificacióncomprendeel acoplamientoo condensaciónde dos lodotirosinasque

seencuentranen la uniónpeptidicade la moléculade tiroglobulina,paraformar las

iodotironinasT4 y 13, segúnse unandos moléculasde diiodotirosina(Dli’) entresí

o unademonoiodotirosina(MIT) conotrade diiodotirosina(Dli’) respectivamente,

quedandola tiroglobulina iodadaen elcoloide tiroideo.
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Figura11. Síntesisy liberacióndehormonastiroideas
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La cantidad de T4,contrariamentea la de 13, depende en ciertogradode las

cantidadesrelativasde MITy Dli’ que seencuentren.Cuando hayunagran iodación

de tiroglobulina, aumenta la relaciónde UIT con MIT, y como consecuenciala

producción de 13 es proporcionalmentemayor. En el hombre, lomismo que en

muchos animales,la T4 es la iodotironinapredominante.Sin embargodebemos

mencionar, el hecho de que exista una menor proporción deT3 no disminuye

necesariamentesu importancia fisiológica, dado que la actividad biológicaes

considerablementemayor que la deT4. Estadiferencia cuantitativa en cuanto a la

efectividadentre13 y T4 resultaútil desdeel punto devista de la conservacióndel

iodo <Taurog, 1974).

Las hormonas tiroideas,asíconstituidas,se almacenan dentro de la glándula

como iodotironinas incorporadasen la unión peptidica dentro de la proteína

tiroglobulina,siendo ésta laúnica glándulaendocrinaque almacenasuproductode

secreciónen cantidad apreciable.

La tiroides está inervada porlos sistemassimpático y parasimpático.La

presencia de esta inervaciónsugierelaparticipacióndelsistemanerviosoenel control

de la función deltiroides.La regulaciónde la secrecióntiroidea,portanto, se efectúa

principalmente atravésde la hormona tirotrópica<TSH) de lahipófisis anterior.

Por medio de la accióndeestímulos apropiados(TSHbipofisaria),tendrálugar

la liberaciónde las hormonastiroideas altorrentecirculatorio.Paraesto esnecesario

que elmaterial coloidal sea“ingerido” por la célula tiroideamediantepicuocitosis,

produciéndosepor mediode unas proteasas liberadas porlos lísosomasdelas células

tiroideas lahidrólisis de latiroglobulina conel fin de liberar las hormonasT3 y T4

hacialos capilaresquerodeanala célula tiroidea, mientras que la MITy la DIT no

van a la sangre, se dejodaniii situ, por acción de un enzima conactividad

deshalogenásica.El iodo y la tirosina, productos de esta acciónenzimática,son

probablementereutilizadospor las células foliculares,parasiguientesiodacionesde

tiroglobulinas. De esta forma lashormonastiroideasson liberadas hacia la sangre

(Brobeck,1982).
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Cuandopenetranen la sangrese combinan con las siguientes proteínas

plasmáticas:globulina fijadora de tiroxina (TBG), prealbúminafijadora de tiroxina

(TBPA) y albúmina.Cadaunade estasproteínas fijan tanto latiroxina comola ni-

iodotironina, pero laafinidadpor la tiroxina en cadauno delos casoses 10 veces

mayor queparala tri-iodotironina(Snyderel al., 1976; Robbinsy Ralí, 1979).

Duranteel tránsito atravésde unórgano(porejemplo,el hígado)unaporción

de la hormona fijadase disocia y se transforma en hormonadisponible para ser

tomadapor lascélulas (Hillier, 1971; Hillier, 1975;Pangarofl al., 1980).Al penetrar

en las célulastisulares,ambashormonasvuelvena fijarse aproteínasintracelulares.

Existenimportantesdiferenciascuantitativasen cuanto ala distribucióntisular

de 13 con respectoa T4, quizásdebido a unaunión menosfirme a lasproteínas

plasmáticas,de tal maneraque,alrededor deun tercio de la cantidad extratiroidea de

la T4 esextracelular.El hígadotoma másdel80% de la T4 celulartotaly la mayoría

del resto dehormonaestádistribuidaen lapiel, músculoy riñón (Oppenheinerel al.,

1967). En contrastela 13 es principalmente intracelular;sólo cerca del 15% es

extracelular.El hecho dequela T4 seaprincipalmenteextracelulary la13 intracelular

esconsecuenciade dos razones:unión plasmática másdébil y anaunión celular más

fuerte de la 13 encomparacióncon laT4 (Cavaleriy Rivers, 1981)

Figura12. Precursoresde las hormonas tiroideas.

Figura13. Hormonastiroideas.

Figura14. Metabolitosde las hormonas tiroideas.
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MECANISMOSDE ACCION

Glucoconicoides

Los glucocorticoides producidospor la cortezasuprarrenaldisminuyenlas

proteínasde casi todos los tejidos por lo que seproduciráun aumentoen la

concentración plasmática deaminoácidos.Pueden actuarinhibiendo directamenteel

DNA, la síntesisproteicay la replicacióncelular (Loeb, 1976; Gutierrez-Hartmany

Baxter, 1987). Sin embargo,estashormonasaumentanlas proteínashepáticasy

sanguíneas,es decir, que ejercen aquíun efecto opuesto al quetienensobre las

proteínasde los demástejidos.

Laacción delosglucocorticoidespareceserdebidaa unmayordesdoblamiento

de las proteínasextrabepáticas,que suponeun aumentoparalelode aminoácidos

circulantes.A su vez, el hígado aprovecharíaeste aumento deaminoácidospara

sintetizar másproteínashepáticasy plasmáticas.

Aunque los glucocorticoidespodríanactuar inhibiendo la producción de la

hormonadelcrecimiento(Granner,1979)y, quizás,la produccióndesomatomedinas,

éste no pareceser el únicomecanismo,pudiendoexistir otros que expliquenla

disminuciónde la gananciaproteicadel organismo.

Es posible quelosglucocorticoidespuedanafectara los sustratos superiores-

comola glucosa-,lo cual,afectaríaal crecimiento,o bienpuedeninducir lasíntesisde

proteínasinhibidorasporla formacióndecomplejosquebloqueenla síntesisdeRNA.

El efecto delos glucocorticoidessobreel metabolismoproteico repercute, en

forma importante,sobre la cetogénesisy la gluconeogénesishepáticas, asícomo

tambiénpuedeinhibirse la proliferacióndel hepatocito(Loeb, 1976). Cuando faltan

estashormonas,los aminoácidoscirculantesdisminuyentanto, que lacetogénesisy la

gluconeogénesisa partir de las proteínas cesancasi por completo, no pudiéndose

producir el catabolismo proteico.
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Testosterona

La hormonasexualmasculinaejerceun papelregulador importantesobre el

metabolismo proteico, actuando diréctamentesobre el músculo esquelético(Powers

y Florini, 1975),siendoésteun papel fundamental de la hormona(Baulieu, 1975).

Sehanidentificadolos receptores de latestosteronaenel músculoesquelético

(Michel y Baulieu,1976;Krieg, 1976)existiendounaaltaconcentración deellosenlos

músculosque son mássensiblesa los andrógenos(Dubea al., 1976).

La testosteronaesthnula lasíntesisde RNA en el músculo esqueléticopor

medio de un efecto en lacromatinanuclear(Breuera aL, 1966).También,provoca

un crecimientodel músculoy de otros tejidospor la deposiciónde proteína. No se

conocetodavía,con exactitud,el mecanismode producciónde dicho depósitopero

difiere al de la hormonade crecimiento.

La acción de la testosteronasobrela síntesisproteicaen un tejido eslimitada.

La depósicionproteicaen el tejidosólo es efectivamientras hayaconcentraciones

circulanteselevadas de estahormona,desapareciendosus efectos al cabo de un

determinadotiempo,pasado elcual aunque seprodujeranaltasdosisde testosterona,

éstaya no tendría efecto sobre lasíntesisproteicaen los tejidos.No ocurrelo mismo

con la hormona delcrecimiento,ya que ésta tieneun efectocontinuo (mientras

existan nivelesplasmáticos adecuadosseproducirásíntesisproteica).

Los andrógenos -testosterona-puedeninterferir la unión delosglucocorticoides

asusreceptoresen elcitosolmuscular(Mayer y Rosen,1977).Es por ello queestos

investigadoresafirman quelos glucocorticoidesejercenunarespuesta catabólica en

el músculo, asociadoa una disminución de la síntesisde DNA, RNA y proteínas,

opuesto alefectode latestosteronasobreel metabolismoproteico delmúsculo,lo que

presentaunaalternativadel mecanismode acciónde la testosterona,comovía que

reducelos efectos catabólicosdelos glucocorticoides,por el desplazamiento deéstos

desusreceptores.Estosefectos,también,seapreciancuandoutilizamosel esteroide
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sintético:acetatode trenbolona(Buttery, el aL, 1978).

La testosteronase transportaen el plasma sanguíneounida a proteínas

mediantefijación débil y reversible.La albúmina sérica se unea la testosterona,

mientras que laglobulina,portadoradeglucocorticoesteroides,seuneal sulfato 17$-

testosteronay al glucorónido-170-testosterona.La androstenodionacirculantepuede

quedaren estadolibre o unirse parcialmente a la albúminao la globulina.

Los estrógenosnaturalescomo el 178-estradioly los sintéticos como el

dietilestilbestrol,sonbienconocidosporsuspropiedadesanabolizantes,bienutilizados

soloso combinándolosconandrógenos.

Los estrógenos, que sonla principal hormona femeninaactúan también

aumentandoel depósitodeproteínas(Chan yO’Malley, 1978),pero en menor medida

que la testosterona.Los esteroidessexualespareceninfluir sobre los mismos

biomecanismosen susórganosefectores,lo que sugierela posibilidad desimilares

mecanismosde acción.

El papel delos estrógenostiene importanciaespecial en rumiantes envirtud

de su intenso efectoanabólicoproteínico,fácil de comprobar cuando se administran

pequeñas cantidades deun estrógenono esteroideosintético,dietilestilbestrol,para

el engorde debovinos destinados a la producción de carne(Clegg el aL, 1954). La

implantación subcutánea de esta hormonaproduce tambiénefecto anabólico

manifiesto (Klostermane aL, 1955).Durantemás de20 años se hautilizado dicho

efectopara aumentarla capacidad deutilización de los nutrientespor parte del

ganado recluido encamposparaengorde.Desconocemos todavíael mecanismoexacto

de semejanteestimulación,aunquesi sabemosque aumenta la anaboliaproteínicay

la retención de aguapor el organismo.Este efectoaparecesolamente cuando el

ingresode nutrientesdigeriblestotalessehalla cercadel máximo aconsejable(Perry

el aL, 1955).
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Es posible quelos estrógenostenganunaacciónespecíficasobreel músculo,

existiendoreceptoresde los mismosen las célulasmusculares.Así, ciertos autores

(Dube eí aL,1976; Dionne eí al., 1979) postulan la existencia de receptores

estrogénicos yandrogénicosen lacélulamuscular,mientras queotros autores(Michel

y Baulieu, 1980) hanencontradoreceptoresde estradioly de androgenosperocon

muy baja afinidad, por cualquierade ellos, pudiéndoseunir al receptor tanto

estrogénicocomoandrogénico, indistintamente. Curiosamente,aunqueel estradiol se

puedeunir a los receptoresandrogénicos,el dietilestilbestrol,no parecetener la

misma afinidad poresos receptores,por lo que es posible laexistenciade un

mecanismode acción diferenteentrelos estrógenosnaturalesy los sintéticos.Esto

puede ser laexplicaciónde por quélos animalestratadosiii vivo conasociacionesde

estrógenosy andrógenosdanunmejor resultado del que cabríaesperaraisladamente.

Los estrógenosinhibenel crecimientode los huesosy favorecenla osificación

de las líneasepifisarias.Por estarazón,en las hembrascesa elcrecimiento después

de lapubertad,mientras que enlos machos,conunapubertadmás tardía, continuán

los huesoscreciendoantes de quelos andrógenosdetenganel crecimientode su

esqueleto.

Frogan

Es utilizada en producciónanimalpor suspropiedadesanabólicas,aunque el

mecanismode acción espeor conocidoque el de los otros dos tipos de hormonas

anabólicas.La progesteronatiene unmecanismode acción indirectoatravésde los

receptoresandrogénicos,habiéndosedemostradoexperimentalmentesu competición

por los lugaresde unióna estosreceptores.Esto sepuso en evidencia al utilizar la

nortestosterona,comocomponentede los progestágenossintéticos,y ver que ésta se

unía alos receptoresandrogénicos(Krieg, 1976; Michel y Baulieu, 1980).

Hormonas rroideas

Estas hormonas actúan anivel celularprovocandounaumentodelmetabolismo
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basal, porlo que afectade modoindirecto al metabolismoproteico.

Si los carbohidratos ylas grasasno cubren las necesidades energéticas,la

tiroxina provoca un rápidodesdoblamientode las proteinas, que seutilizará para

producir la energía que faltaparacubrir lasnecesidadesdel animal.

Por otro lado, si existe un aumento degrasas,glúcidos y carbohidratos,

aumentaránlos aminoácidos circulantes,la tiroxina actuaráaumentandola síntesis

proteica,paradisminuirlasconcentracionesaltas deaminoácidos.Por el contrario,la

falta de tiroxina inhibe el crecimientoen los animales jóvenes,porque suprime la

síntesisde proteínas.

En resumen,se cree que latiroxina no influye de maneradirecta sobre el

metabolismoproteínico,pero tiene un importante efecto generalpara acelerarlos

efectosanabólicosy catabólicosproteicasnormales.
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ANALBOLIZANTES

Seha definidoa los “anabolizantes”,enel sentidoamplio de la palabra,como

toda substancia,o composición, capaz de favorecer los procesos de síntesis

(anabolismo), aexpensasde disminuirlos procesosde destrucción(catabolismo),de

los diferentescomponentesde los organismosanimales.

Dentrodelos anabolizantes,los que másespecíficamentenos interesAn sonlos

anabolizantesprotídicos,que hansidodefinidospor laFAO y la OMS (Roma,1979)

como: “toda substanciaocomposición capazde mejorarla balanzanitrogenadade los

animalespor un aumento delanabolismoprotidico”.

Los anabolizantes,al servir de “manipuladores”de lasíntesisproteicaen los

animalesde abasto,puedenconsiderarsecomocapacesdeaumentarla producciónde

carne.

Las principalessubstanciasdotadas depropiedadesanabolizantes sepueden

clasificar de la siguientemanera:

ESTROGENOS

• Esteroides Naturales . Estradiol y sus Sales

. Estrógenos vegetales . Zeranol

Estrógenosde síntesis DES,Hexestrol,Dienestrol

PROGESTAGENOS . Esteroides Naturales . Progesterona

ANDROGENOS . Esteroides Naturales . Testosterona

• EsteroidesXenobióticos Acetato deTrenbolona

Se consideran sustancias anabolizantes los estrógenos, progestágenos

(hidroxiprogesterona, medroxiprogesterona)y los andrógenos, como los más
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principales. El poder anabolizante esparticularmenteelevado enel caso de

asociacionesde estas sustancias.Los anabolizantes empleadospuedenser naturales

(17B-estradiol,testosteronayprogesterona)o sintéticos,entrelos cualesse encuentran

los tancomentadosestilbenos,cuyorepresentantemásconocidoes eldietilestilbestrol

(DES). Otros anabolizantessintéticos frecuentementeutilizados son el acetatode

trenbolonay el zeranol.Los anabolizantesandrogénicosestánrelacionados con la

testosterona, siendounade las sustanciasmásutilizadas, comoanabolizantesintético

el acetatode trenbolona,cuyasemejanzacon la hormona se puedeapreciaren la

figura 15. Las sustanciasestrogénicasutilizadas como anabolizantesno son todas

esteroides:lasmásutilizadassonel zeranol,el hexoestroly el dietilestilbestrol(DES),

todos productossintéticos,con unaconfiguraciónmuy similar al esteroide natural

(178-estradiol).
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Comoconsecuenciade que lamayoríade losanabolizantesposeenpropiedades

fisiológicassimilaresa lasde los esteroidessexualesnaturales, consuuso,sepueden

conseguirlos siguientesefectos:

* Aumentodel ritmo de crecimiento.

* Aumento de la masamuscular.

* Mejora delos Indicesde conversión.

* Cambiosen ladistribuciónde la grasacorporal.

* Mejora del apetito.

* Aumento de la capacidadmuscularparael trabajo.

Sin embargo,no todos estosefectosocurrenal mismo tiempo y su respuesta

dependede varios factorescomo: especie,sexo, raza, edad, aptitudetc. Así mismo

tambiénhabráqueteneren cuentael tipo de sustanciaqueseutilice, la dosisque se

administrey la vía que seemplee.

En el Cuadro1, seindican los órganosproductores de

testosterona, 17J3-estradiol y progesterona, como hemos

representativasde todo el arsenal endocrinoy que sirven

productos que seutilizan comoanabolizantes.

hormonasesteroides:

indicado, las más

de modelo para los
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CUADRO 1

OROANOS PRODUCTORESDE HORMONAS ESTEROIDESSEXUALES

TESTOSTERONA—z
Organo Principal

de Síntesis ¡ Testículo Ovario

Ovario

Placenta

OrganoSecundario

de Síntesis

¡ Ovario, adrenales

¡ y placenta

Testiculo,placenta

y adrenales

Testiculo,placenta

y adrenales

OtrasFuentes Transformaciones metabólicas periféricas

1713-ESTRADIOL PROGESTERONA

Laactividadanabolizante, de ungrannúmerode hormonas ysusderivados,ha

sido reconocida desdehace muchos años al incrementar lasíntesis proteica,

particularmentedel músculo esquelético,por lo que se produce un incrementode

pesoenel animal.

Las hormonasmasculinasy susderivadoshanmostradoeste tipodeactividad

demaneraefectivay así enmuchosmamíferos,de lamismaespecie,la musculatura

delos machosestá másdesarrolladaque lade lashembras.Seha demostradoque la

relación existente entre el desarrollo de la musculatura esquelética es

androgénicamentedependiente(Papanicolaueta!.,1983).Lacastraciónde losmachos

traecomoconsecuenciaunaregresiónde lamusculatura,tal regresión puede hacerse

reversiblepor la administraciónexógenade andrógenos(Kochakian,1956).

Dentro de los anabolizantessintéticosquehemosvisto anteriormente,uno de

los más utilizados en la producción animalesel acetatode trenbolonadebido a los

O

O
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óptimosresultadosobtenidos en el índice deconversiónde los alimentos ya que éste

aumentala síntesisproteica.

El acetatode trenbolona(17B-acetoxy-estra-4,9,11-trien-3-one;TBA), es un

potenteanabolizante esteroideode síntesis.

Ltn~Luxa (Figura 16)
Acetato de Trenbojona <TEA)

o
1

o — c — os

o

Fórmula molecularC~H~O3

El acetatodeTrenbolona(anabolizanteandrogénico>sehareveladocomouno

de los máspotentespromotores delcrecimientoanimal que existen: en rumiantes

(Heitzmany Chan,1974),en cerdos(Grandadamel aL, 1975)y enpavos(Ranaweera,

1977).

El acetatodeTrenbolona perteneceaunanuevafamilia de esteroidesque se

puedecalificar de segunda generación:los trienos;caracterizadospor la presencia de

tres doblesenlacesen los tresciclos hexagonalesdel núcleo esterol.

Los esteroidestriénicossólopuedenobtenersepor el método desíntesistotal

descubiertoy puestoa punto enlos Laboratorios deInvestigacióndel Grupo Roussel

Uclaf (Francia).

La degradación de estamoléculaen los bovinos es bién conocida (Pottierel

al., 1975>.Los datosprincipalesque serefierena ella, estánresumidosen lasiguiente

figura 17.
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Figura 17
La vía de administración,generalmente,es la subcutánea,en forma de

implantede acetatode trenbolona, trassu absorción,es rápidamentehidrolizadapor

esterasasatrenholonabase(178-hydroxy-estra-4,9,11-trien-3-ona;TBOH), parasufrir

un procesode oxidaciónconviniéndoseentriendiona(estra-4,9,11-triene-3,17-diona;

TBO); en rumiantes,ésta triendiona, es reducida a 17a-triendiona oepi-trenbolona

(17a hidroxy-estra-4,9,11-trien 3-ona;epi-TBOH).

La trenbolonaesel metabolitopredominanteenel músculoy en el plasma de

rumiantes,mientrasque la 17-epi-trenbolona,es el metabolitopredominanteen

hígado, riñon,orinay heces(Jouqueyel aL, 1983).

o
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Las dos metabolitosmayores,trenbolonay epi-trenbolona(17J3-trenbolonay

su isómero, 17a-trenbolona,el cual sóloposeeel 20% de laactividad de la 1713-

trenbolona) que subsistenen forma libre y, por lo tanto, biodisponiblesson

hidrolizadosen laposición 16, siendoexcretadoso eliminadosen forma de sulfatos

y glucurónidos,por medio de labilis.

Neumann(1975) ha determinado, en ratas lasactividades o relaciones

andrógenasy anabolizantes,de las principalesmoléculasandrogénicas(testosterona

propionato, nandrolona [19 nortestosterona], acetato de metenolona,

metandrostenolona,acetato de trenbolona) comprobéndose,que el acetato de

trenbolonaes:

* 10 veces más anabolizante que la testosterona

(propionato).

* 3 veces más anabolizante queandrogénico en las

condicionesdel experimento.

Otrosensayoshandemostrado que esta diferencia puede serinclusosuperior

y que elacetatodetrenbolonapodría revelarsecomo 5 vecesmás anabolizante que

androgénico.

En efecto,algunosautoresdemostraron,en ratastratadaspor víasubcutánea,

basándose enlos resultados deun test deHershbergermodificado,queel acetatode

trenbolonaes:

* Tan androgénico como la testosterona, pero5 veces más

anabolizante.

* 5 veces más androgénico y anabolizante que la 19

nortestosterona.
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Estos resultadossonligeramentediferentesa los deNeunian(1975), lo que se

debeapequeñasvariacionesde la técnicaexperimentalempleada.

La utilización del acetatode trenbolonaha dado resultadosespectaculares,

comoen elcasode los resultadosdescritospor Best (1972) enternerasdecebo,con

incrementode la gananciade peso del ordende un 33%.

Su empleocomoproductoúnico enformade implante subcutáneoaunadosis

de 300mg/animal,ha dado buenos resultados tanto enterneras(Chany Heitzman,

1975),como envacasde desecho (Berangery Malterre, 1968),si bien su asociación

conestradiol,adosisde 140 mg deacetatodetrenbolonamás20 mg deestradiol,dio

excelentes resultados,tanto enhembrascomoen machos(Tiews el al., 1972; Gropp

el al., 1975).

Por lo tanto, el acetatode trenbolonapotencia notablementela actividad

anabolizante de los estrógenos, especialmente del estradiol, empleándose

principalmenteen las hembras.Por su carácterandrogónicosueleutilizarsetambién

en machos,sólo o asociadoa compuestosestrogénicos.

Distinguiéndoseel mecanismodeacciónde latrenbolonadelde la mayoría de

los anabolizantes,en el sentido queno pareceestimular lasíntesisde proteína

muscular,sino disminuir el catabolismo proteico,conel consiguienteaumento de la

retenciónproteicatisular ymejora delos Indicesde conversión(Boufaulty Willemart,

1983).
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SEGURIDAD PARA EL CONSUMIDOR

La utilización de anabolizantes enel ganado de abasto ha sidomotivo de

polémicasconstantesy objeto de legislacionesrestrictivas.Algunos investigadores

(lleraet aL, 1987;llera e aL, 1991),hanafirmado enreiteradasocasiones,que esas

prohibiciones respondenmis a razonespolíticas que científicas, ya que se ha

demostrado quelas concentracionesendógenas delas hormonas que poseen

características anabolizantesson, en ocasiones,mucho más altas quecuandoesos

anabolizantesse administranexogenainente,comose puede observar en el siguiente

cuadro,querepresentalos residuosde diversosanabolizantes(expresadosenp.p.b.)

y tasasfisiológicasde hormonasen diversostejidos.

El cuadro,muestraquelos residuosson, como máximo,del orden dep.p.b.,

siendoestosnivelesnotablementebajos,yaque,un p.p.b.representaungramopormil

toneladas

Porotro lado, estáperféctamenteestablecido, siempreconlas reservaslógicas

de los ensayositt vivo,quelos esteroidesendógenos,seacual sea suorigen,disponen

deunasrutasmetabólicasporlasque se degradanrápidamente;de tal forma quecasi

se puede afirmar, con todorigor, que las cantidadesde hormonasquecomoresiduos

puedenllevar lascarnesde los animalestratados conalgunosanabolizantes,comoel

benzoatode estradiol,no afectan a laproducciónde hormonasenel consumidor,ya

que sedegradan rápidamenteen el hígado. El consumidorproducediariamente

cantidades superiores en determinadasocasiones,se corre elmismoriesgocuando se

ingiere carne o leche de un animal no tratado.

Si transcurreun tiempoprudencial,entrela últimadosisde anabolizantey el

sacrificio del animal, lo más probable es que la cantidadde residuo seacasi

indeterminable. Estudios realizados porHoffman, (1983),con sustanciasradiactivas

hanevidenciadoque lasconcentracionesde anabolizanteserandel ordende partes

por trillón (ppt).
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ANABOUZANTE ANIMAL
TEJIDO

——— —
M6scv¡o Hígado RAOU

— n —

0,53 0,75 2,80 11,00

REFERENCIA

Novillo Hoffmann

TESTOSTERONA Ternera 0,09 019 060 025 y

Ternero 0,02 004 026 069 Rattenberger

Ternero
Tratado

0,07 005 069

===

034

=
360,00

1977

Vaca
gestante

PROGESTERONA Ternera 16,70 Hoffmann,

Ternero 0,25 0,27 0,46 5,80 1978

Ternero

Tratad&

0,52 0,33 0,62 12,50

Vaca
gestante

0,37
a0,68

ESTRADIOL Ternero <0,10 <0 10 <0,10 <0,10 Hoffmann,

Ternero
Tratado

<0,10 <0 10 <0,10 < 0,10 1978

Buey 020 0,30

Ternera 0,10 040 0,40

ACflATO DE Buey
Tratado’~

0,05 0,23 0,05 0,08 Hoffmann y

— ~I —TRENROLONA Ternero 0,13 0,52 0,24Tratado 0 0,39 Oettel,1976
* Estradiol20 mg +

* * Estradiol20 mg +
Testosterona200mg
Progesterona200 mg

* * * Estradiol20 mg + Acetato deTrenbolona140 mg
* * * * Estradiol40 mg + Acetato de Trenbolona200mg
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Laspruebasdetoxicologíaespecialincluyen,en particular,unaseriede ensayos

sobreel animal, conduraciónde vida real(dos años ymás)quepuedenprecisar la

naturalezade los peligroseventuales.

Laspruebasdetoxicidaddesubstituciónpermitenevaluarel impactosobreel

animal que, durantesu vida, ingiera carne de animales tratados (porlo tanto,

conteniendoel conjunto de los residuosy metabolitosconocidosy eventualmente,

desconocidos),concoeficientesdeseguridad superioresa 100.

Es precisoseñalarqueunacantidadapreciable dealimentoscorrientes poseen

normalmentehormonassexualesen cantidades avecesno despreciables,como lo

muestra el cuadrosiguiente,en el que serepresentanlastasasde hormonassexuales

en algunos alimentos corrientes(p.p.b)

ESTROGENOS

Lechede Vaca

Leche de VacaGestante

Germende Trigo

Aceite deSoja

0,08

0,13

4,00

2.000,00

PROGESTERONA

LecheEntera

Crema, Nata

Mantequilla

0,001

0,07

0,13

Comparaciónde cantidadde honnonassexualesen la carnede animalestratados,

con las produccioneshumanasdiarias.

Si se comparanlos residuoshormonalescontenidosen un filete de157 g

procedentede unanimal tratado, con laproduccióndiaria delas mismashormonas

en el hombre, la producción humanaresultasertantasvecesmayorcomose indica en

el cuadrosegúnReid 1980.
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HORMONA ESTADIO VECESMAYOR

ESTRADIOL

Muchacho Impúber

Muchacha Impúber

Mujer enFaseFolicular

Mujer Menopáusica

HombreAdulto

101.000

157.000

554.000

134.000

397.000

PROGESTERONA

Muchacho Impúber

Muchacha Impuber

Mujer enFaseFolicular

Mujer Menopáusica

HombreAdulto

77.000

128.000

215.000

169.000

210.000

TESTOSTERONA

MuchachoImpúber

MuchachaImpúber

Mujer conCiclo

Mujer Menopáusica

HombreAdulto

41.000

20.000

250.000

88.000

4.000.000

Con la lectura de estecuadro,se puedeobservarque elaportedehormonas

debido altratamientoporanabolizantes,representaunaparte totalmentedespreciable

de lasproduccionesdiariashumanasindependientementede la edad y delsexode los

consumidoresy no puede, porlo tanto,perturbarlos equilibriosnaturales.

Porotraparte, setendráen cuenta queal ser esteroidesel TBA, el estradiol,

la progesteronay la testosterona,sonademásinactivadosal pasaratravésde lapared

intestinaly el hígado.
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Acetatodetrenbolona:margende seguridad

Dosissin efectohormonal,pan los anabolizantesxenobióticos.

Despuésde profundasdiscusionesentrelos especialistasde numerosospaíses,

se hallegado aun acuerdosobre el siguientepunto: los únicosefectossecundarios

eventuales deestasmoléculasestánligadosa su actividadde tipo hormonal,siendo

de tipoandrogénicoparael acetatode trenbolona.

Por ello, essuficientedeterminarprimero la dosis sin efecto hormonaly

compararla, acontinuación,conlas dosisderesiduosquesubsisteneventuálmenteen

los productosalimenticios,paraestablecerel margen deseguridad.

El conjunto de datoscontenidosen los estudiosha llevado a los expertos

nacionales e internacionales,especialmentea lo largo del 25, 26 y 27~ J.C.F.A.

(Comité conjuntoFAO/OMS de expertosfarmacólogosy toxicólogos> aemitir una

opiniónfavorablesobreel empleocomoanabolizantes decinco moléculasvisadaspor

la Directivade laC.E.E.del31-7-81 (estradiol,progesterona, testosterona, zeranoly

acetatode trenholona).
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METODOS INMUNOLOGICOS DE DETERMINACION DE HORMONAS

El desarrollode las técnicasinmunológicascompetitivasde determinación

hormonal enlos años60causóunarevolucióndentro delmundode laendocrinologia

veterinaria,y ha permitido alos distintosgruposde investigadoresla comprensiónde

numerosos procesosfisiológicos,patológicose inclusofarmacológicos(Blakey Gould,

1984).

Debido a sus idóneascaracterísticaspara la determinación dehormonas

esteroidesy de los buenos resultadosobtenidos,cadavez sonmásutilizadasa nivel

mundial, incrementándoseanualmentea razónde 500 a 1.000 millonesde análisis,

según Blakey Gould (1984>.

Algunas de las característicasquepresentanaestastécnicascomo áltamente

competitivas,parala determinación delas hormonas esteroides,son:

- La altasensibilidadque poseen, hasta fentomoles(10.18), lo cualpermite

determinarlasconcentracionesplasmáticasdelashormonasesteroides.

- Elevadaespecificidadque permite ladiferenciaciónente los distintos

tipos deesteroides,fundamentalenestoscompuestospuesposeenuna

estructuraqufmica muy similar.

- Disponen deunagranrepetibilidad,minimizandolos erroresdebidosal

azar.

- Posibilidad de determinaciónen cualquierfluido biológico: plasma,

leche, orina,saliva, líquido folicular (Silván, 1991).

- No requierende personal altamentecualificado ni de una compleja

infraestructura,luegosonrelativamenteeconómicosderealizar(Silvan,

1991).
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Todas estas técnicasinmunológicasestán basadasen la formación de un

complejoAntígeno-Anticuerpo(Ag-Ac), (Yalowy Berson,1959, 1960;Abraham,1969,

1975) comportándosecomoantígenolas hormonas,añadiendounaparteunidaauna

sustanciamarcadoray la otra, biencomo muestraproblemao bien en cantidad

conocida, y como anticuerpo,una cantidadfija de anticuerpoespecífico.De esta

forma, la hormona libre y la hormona marcadacompitenporunirsea los lugaresde

unión delanticuerpo.Tras unperíodode incubaciónseseparanlasfraccioneslibres

y unidaal anticuerpo, midiéndola cantidadde hormona marcada enunade estasdos

fracciones,y setendráen cuentaque lacantidadde hormona marcada ligada alos

lugares de unión del anticuerposeráinvérsamenteproporcional a la concentración

de hormona problema.

Las estructurasquímicasde los esteroidessonmuysimilaresentresi (tansolo

diferenciadasengrupos funcionales,generalmenteen los carbonos3 y 17). Debido a

esta característica sepuedenutilizar diferentes métodosy variantespara poder

identificarlos,pudiéndoseclasificar estos en dos grandesgrupos, atendiendo a la

utilizacióno no de isótoposradioactivos.

Los sistemasqueutilizan isótoposradioactivostienenla ventaja de queestos

producenunaseñalmuy claray fácilmentedetectablepero, porotro lado, unagran

númerode investigadorespusieron enevidenciaunaserie deinconvenientes(Schuurs

y Van Weemen,1980; Riad-Fahmyet al., 1981; Blake y Gould 1984; Tijssen,1985;

Munro y L.asley; 1988).

- La radiación puedeproducir daños, incluso la destrucciónde las

moléculasde las hormonas marcadas.

- Requierenun equipocostosoy alta cualificacióndel personal quelo

utiliza.

- El manejodematerialradioactivopresentariesgosy puede suponer un

peligro potencialparala saludy el medio ambiente.
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- Sepuedenpresentargrandesvariacionesentrelos lotes dehormonas

marcadas radiactivamenteya que la vida media delos isótopos

radioactivoses relativamentecorta

- La separación delas fraccionesunida/libre escomplicada,en el caso

del RIA, lo que dificulta la automatizaciónde estatécnica.

A pesar deestosinconvenienteshansido muy empleadas,pudiéndoseincluir

en estegrupo las siguientes técnicas:

* Radlolninunoanálisls(RIA): hasido muy empleada.Yalow y Berson la

utilizaron por primera vez en 1958 para determinarla insulina en

sangre.Consisteen unanálisiscompetitivo con hormona marcada en

faselíquida.

* Técnicasinmunorradioinétricas(IRMA): Milesy Hales(1968)emplean

un anticuerpo marcado con unisótopo radiactivo en fase sólida,

pudiéndo serdeterminadoel antígeno oel anticuerpo.

* Análisis Sandwich o de “dos sitios”: En este tipo la fase sólida se

adhiere aun anticuerpo,al cual seune el antígeno,detectándosela

unión medianteun anticuerpoespecificomarcado,que en otra variedad

de esta técnica es unaantiglobulinamarcada.

En los últimos tiemposse haproducidounagrandesarrollode las técnicasno

isotópicas,denominadasEnzimoinmunoanálisis(EIA) que reúnelas ventajasde las

anterioresperosinpresentarsusinconvenientes. Sustituyenlos isótoposradiactivospor

otras sustancias marcadoras,presentandouna altasensibilidady especificidad,son

rápidas ysencillasde llevar a cabo,por lo quepermitesu utilización en pruebas de

campo, ademáslos reactivosson económicosy con unavida media largano siendo

peligrososparala salud.Permiteel uso de anticuerposmonoclonales.Su evaluación

es objetivay son fácilmentereproducibles.
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El Enzimoinmunoanálisis(ETA) paradeterminación de esteroides empezóa

utilizarsehacedosdécadas,concretamentepara la determinacióndeestrógenos(Van

Weemeny Schuurs1971, 1972).Engvall y Perlmann(1971, 1972) desarrollaronuna

variantede esta técnica a la que denominaron ELISA(Enzymelinked inmunosorbent

assayo análisis enzimático unido a un imnunoadsorbente) dondeel antígenoo

anticuerpo estáabsorbidoa la fasesólida. La emplearonpor primeravez para la

determinaciónde inmunoglobulinas,en conejo.

Los marcadoresno isotópicos más empleadospara la determinación de

hormonas esteroides son los enzimáticos, aunque también se emplean los

quimioluniiniscentesy fluorescentes(Maggio,et al, 1980; De Boever etal, 1983, 1984,

1986;Tsuji, 1987; Munroy Lasley, 1988).Como marcadorestambiénsehanutilizado

bacteriófagos(Andrieu et al., 1975), coenzimas(Kohenet al., 1978) y ultimamente,

se emplean cadavez máslos radicaleslibres estables(Munro y Lasley, 1988).

El ETA es utilizado en gran número de campos:Microbiología, Virología y

Farmacología(Maggio, 1980; Schuursy Van Weemen,1980). Debidoa esta amplia

gama deposibilidadesexisten variasclasificacionesaunque todasmuy similares.

Una primera clasificación los divide en heterogéneosy homogéneos(Van

Weemeny Schuurs,1976, 1979; Engvall, 1980; y Oellerich, 1983):

A) Heterógeneos,basándose enlos mismosprincipios queel RIA, ya que tras

la formación del complejo antígeno-anticuerpo esnecesariola separaciónde las

fracciones unida-librey determinaral menosla actividadde unade ellas, existiendo

trestiposde separación delas fraccioneslibrey unidaal anticuerpo:el DAo de doble

anticuerpo, en el que se utilizan el anticuerpoespecíficoy posteriormenteunaIgG,

antiespecie,de donde seprodujoel primeranticuerpo,el DASPo de doble anticuerpo

en fasesólida,en el que elsegundoanticuerpo está unido aunafasesólida, y ELISA

métodode separación en fasesólida,que esel más utilizadoactualmenteen el que

medianteel volcadode las fasesde lareaccióny sucesivoslavadosseelimina la fase

libre.
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B) Homogéneos(EMIT: Enzyme-multipliedinmunoassaytechnique, Rubestein

et aL, 1972), en los que no es necesaria laseparación.La actividad de la enzima

marcadoradependede la concentraciónexistentede haptenolibre, que compite con

el conjugado por unirse al anticuerpoespecífico (Oellerich, 1983). Se pueden

establecerdos tipos:

- La actividadde la enzimamarcadoradisminuye si se une a un hapteno

marcado al anticuerpoespecifico,por reducir éste laafinidad del

sustratopor el lugar activo de laenzima.

- La actividad de la enzima marcadoraes inhibidasi se conjuga un

hapteno, siendo reactivadaal unirseal anticuerpoespecífico.

En principio, los ETA homogéneos serviríanpara la determinación de

sustanciascon bajo peso molecular(como los esteroides) pero en la prácticaéstos

presentanel inconveniente de laposibilidaddecontaminaciónquealterela actividad

enzimática,ademássu escasasensibilidad(mg/ml o ug/ml) les hace ser inferioresa

los ETA heterogéneos(Dhar a al., 1988).Porotra parte,los ampliosconocimientos

de enzimologlanecesariosparasu interpretaciónles hace pococompetitivosanteel

ETA heterogéneosactualmente másempleados.

Clark y Engvall (1980) clasificaron las técnicasde ELISA en dos grandes

grupos:

- Competitivas:donde enunosse marcael antígeno con la enzimay en

otros es el anticuerpoel que seconjugaa esta.Este tipo es el más

utilizadoparala determinaciónde hormonasesteroides.

- No competitivas:queasuvezsepuedendividir en trestipos;de unsólo

sitio, sandwich o de dos sitios, e indirectopara la cuantificaciónde

anticuerpos.En estecaso,comosu nombreindica,no haycompetición

y la hormona marcaday sin marcarseunen endistintospuntos.
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Tijssen(1985) tambiénclasifica los EIA en dos tipos:

- ELA de amplificaciónde la actividad (AA): se buscala máximaseñal

posibledel compuestoanalizadomedianteun granexcesode reactivos.

- FIA de modulación de la actividad (MA): Se utilizan una menor

cantidad de inmunorreactivospor lo que la señal producida es

resultadode la competiciónde las moléculasproblemay las marcadas

por unacantidadlimitadadeanticuerpo.

Ambospuedenser homólogoso heterólogosy competitivoso no competitivos,

siendo los EIA heterogéneoscompetitivos de MA los más utilizados para la

determinaciónde hormonasesteroides.

Hay quedestacarla importanciadeunaseriede conceptosparael desarrollo

del EIA comosonel de homología y heterología(Van Weemeny Schuurs,1975).Un

métodoeshomólogocuandoseutiliza el mismo esteroide, tantoparala producción

del anticuerpoespecifico, como para la conjugación a la enzima, siendo por el

contrarioheterólogocuandolosderivados utilizadosparainmunógenoy conjugadoson

distintos.El anticuerpoespecíficoreconocetanto a la hormonaesteroide parala cual

ha sido producidocomoal derivadoempleadoparael conjugado,pero tienemayor

afinidadpor este último,con lo cuál hay unagran especificidad, perodisminuye la

sensibilidad;sin embargo,mediantela heterologíadisminuyela afinidaddel anticuerpo

por el conjugadoy permitela competiciónde la hormonasin marcar,aumentandopor

tanto la sensibilidad.

SegúnVan Weemeny Schuurs(1975,1976)proponentrestiposde heterología,

siendolos dos últimos los másutilizados:

- De hapteno:se puedenutilizar dos haptenosdistintos.
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De posición: un mismo derivado hapténico perosituadoen carbonos

distintos.

De enlace:seusanderivados con grupos distintos.
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MATERIAL Y METODOS



A) ANIMALES

Para la realizaciónde nuestroestudio se utilizan un total de 30 animalesde

ganadovacunode aptitudcárnica,estirpeLimousinex Charoles,de distintos sexos,con

una edadde 6-8 mesesy pesosconunasmedias384,20- 367,80 kg de machoscontrol

y tratadosrespectivamentey de 340,40- 342,70kg de las hembrascontrol y tratadas,

alojados en la finca ‘DEHESA DEL MORO SA.” (Toledo), encontrándoseen

condicionescontroladas,tanto de alimentación como sanitarias.

Con el fin de obtener resultados reproducibles,es necesarioadoptar una

metodologíaestricta que permitasacar datosfiableshechossobrelos lotesde animales,

ya que el empleo de anabolizantesen los bovinoses unaforma de aumentarsus

resultadoszootécnicos,pero para queéstosseanóptimos seha de contar tambiéncon

unabuena sanidady buenascondicionesambientales.En relacióna dichas condiciones

nosotros realizamos.

Fasepre-experimental:

- A la llegadade los animales:

Confort del alojamiento.

* Estricto cumplimiento en cuanto a normas de densidad,

disponibilidadde comederos,bebederos, aireación.

* Pesadoy marcaje individual.

* Medidashigiénicas,tratamientoantiparasitarioexternoe interno,

parásitosgastrointestinalesy pulmonares(estrongilos), parásitos

hepáticos(fasciola),parásitosexternos(piojos y ácaros).Por lo que

se refiere a esteúltimo punto creemosconvenientedestacarque

numerosos ensayos practicados en diversas universidades
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norteamericanashan demostradoque la administraciónde un

estrongilicida al comienzo del período de cebo aumenta

considerablementelos resultadosde crecimientode los animales

tratadoscon anabolizantes.

* Adaptacióna la nuevaalimentación.Por lo quese refiere a este

tema nos pareceimportantesubrayarla necesidadde un correcto

aporte mineral en los animalestratadoscon anabolizantes.Los

oligoelementosdesempeñanun papel esencial,ya que influyen

sobre cofactoreso constituyentesde algunos elementosde la

sangre,sobreenzimaso gruposde enzimasque intervienenen la

síntesisproteica. Se ha comprobadoque enel animal tratado,

cuandose le disminuye la calidad del alimento, se produce un

descensode los rendimientoszootécnicos. Portanto, nosotros

suministramosal animal un alimento perfectamenteequilibradoy

correspondientea la fase que seencontraba.

Incluyendo:

- Soja44 20,0 %

- Maiz nacional 20,0 %

- Cebada 55,5 %

- GrasaBy-Pass 1,5 %

- Corrector 3,0 % (Carbonato, fosfato y

oligoelementos>

* Pesaje individualy repartoen lotes homogéneos.

* A las hembrasse las practicóunasincronizacióndel celo previa,

conel fin de minimizar las variacioneshormonales derivadasde los

diferentes estadioscíclicos interanimal.
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Los animalesse mantuvieronen régimensemiextensivoy realizamoscontroles

sanitariosa lo largo de toda la duraciónde la experimentación.

Los animaleslos clasificamos enlos siguientes grupos,realizadosal azar:

AA - GRUPOS CONTROL: animalesqueno recibierontratamiento.

Divididos segúnel sexo:

- Hembras(n=5).

- Machos(n=5).

£2 - GRUPOS TRATADOS: animalesque recibieronel tratamiento.

Divididos segúnel sexo:

- Hembras(nr 10).

- Machos(n= 10).

Tantoa los machoscomoa las hembrasse les aplicó un implantede acetatode

trenbolona, tomandocomo punto de partida de la experienciael momento de la

colocacióndel implante.

B) TECNICA DE IMPLANTA ClON

Se realizó un único implante a cadaanimal problema,por vía subcutánea,de

forma quelos “pellets” quedasencolocadosen el tejido conjuntivosubcutáneo,entrela

piel y el cariflago, de la parte posterior, de la cara externadel pabellónauricular,

mediantela utilizacióndeunapistoladiseñadaparatal fin, teniendoespecialprecaución

con los vasosmarginalesde dicha zonay previadesinfecciónde la misma conel fin de

prevenir infecciones,abscesosy reacciones inflamatoriasimportantesque pudieran

provocarla formaciónde una durezaconjuntivaqueimpidieseuna buenareabsorción.
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C) IMPLANTE

Se ha utilizado como implanteel acetetode trenholona(TBA>, comercializado

como ‘Finaplix -h de los LaboratoriosRusselUclaf (Francia).

Cada implante contiene 200 mg de acetato detrenbolona,formado por 10

pequeños“pellets’, incluidos en un único cartucho,lo queconstituyeel total de la dosis

aplicadaa cadauno de los animalestratados.

Se mantuvieronlas debidas precaucionesde manipulacióndel producto,como

fuerón; guardarlosen refrigeraciónentre2 y 8 0C y protegidode [a luz, antesde su

aplicación.

1>) RECOGIDA YPROCESADO DELAS MUESTRAS

Parala recogidade la sangrese siguió la misma metodologíay frecuenciaen

ambosgrupos.

Salvo en los casosde horariosdetallados,la toma de muestrasse llevó a cabo

entre las 8 y 10 a.m., enla venacaudal,recogiendoaproximadamente10 ml de sangre

por animal,realizándosesegúnel siguienteproceso:

PROTOCOLO DE FRECUENCIA DE RECOGIDA DE MUESTRAS

MUESIBAIt TIEMPO DESPUESDE lA ADMISTRACION
DEL IMPLANTE DE TRENBOLONA

1 0 horas

2 2 horas

3 8horas
4 24 horas

5 2 días
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-6

7

8

9

lo

11

12
13

14

15

16

17

18

19
20

21

22

23

24

25

La sangre

* 40 mm (20 G*

de 16 100 mm,

3 días

4 días

5 días

6 días

7 días

8 días

9 días

10 días

12 días

14 días

16 días

18 días

20 días

24 días

28 días

32 días

36 días

40 días

45 días

50 días

se recogemedianteagujasespecialesparalos tubosvacutainerde 0,9

11/2”) de Becton Dickinson, en tubos Vacutainercon heparinasódica

tambiénde BectonDickinson.

Tomando como punto de partida en la recogidade sangre,el momento del

implante (hora0), se sigueel siguienteprotocoloparala obtenciónde un total de 25

muestras.Dentrode las primeras24 horastrasel implante,serealizan3 tomas,pasando

posteriormente a unatoma diaria durante10 días consecutivos.A continuación se

recogenlas muestrasen díasalternoshastala toma 18, a partir de la cualse realizócada

4 días, finalizandocon la toma número23, las dos últimas se realizaróna inervalosde

cinco días.Segúnsemuestraen el esquemaadjunto.
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Lasangrerecogidaseseparóen susdos componentesmediantecentrifugación

a 1.300x g durante20 minutospor mediode unacentrífuga“Angular-6” (Selecta,S.Aj.

El plasmaque se obtiene,por mediode una pipetapasteur(Brand), se guardó

en tubos de plástico de 3 cc, realizándoseunaalícuotapor determinación,que fueron

taponadasy selladascon parafilm (American Can Company), asícomo debidamente

codificadas(con el númerode animal, toma, númerode alícuota, fechade recogiday

sexo).

Las alícuotasse congelarona -300C hastasu posterioranálisis enel laboratorio.

DETERMINACIONES HORMONALES DE LAS MUESTRAS DE PLASMA

MEDIANTE ENZIMOINMUNOANALISIS

Seutiliza el enzimoinmunoanálisis,ELISA de competiciónen placa,desarrollado

en nuestro Departamento porla Dra. Silván (1991), para la determinaciónde las

hormonas esteroides:progesterona,1713-estradiol,testosteronay cortisol.

Para las determinacionesde tri-iodotironina (T
3), tiroxina (T4) (ELISA de

competición)y hormona estimulantede la tiroides (TSR) (ELISA Sandwich)seutilizó

el kitt comercial“EnzymunTest’ en tubode los Laboratorios BoeheringerMannheim.

Para la determinación de Trenbolona se utiliza la metódica del

enzimoinmunoanálisis,ELISA de competición en microplacas,con las adaptaciones

pertinentespara poderser utilizado paranuestro tipode muestra.
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Determinaciónde: cortisol, 178-estradiol>progesteronay testosterona mediantela

técnicaELISA de competición

Estadarizacióndel EnzimoinmunoanálisisELISA de Comuetición

Despuésde obtenerlos anticuerposy conjugadosnecesariosparadesarrollarel

métodoenzimoinmunoanalítico,ELISA decompetición,se realizó la puestaapuntodel

mismo:

- Calidadde los materialesy reactivosempleados.

- Fijaciónde las condicionesdel ensayo:fasesólida(microplacas),tiempos

de incubación, temperaturade realización de las distintas etapasdel

ensayo,tiempos de lavadoy tapizadode las microplacas.

- Establecimientode las dilucionesóptimasdetrabajo,tantodelanticuerpo

comodel conjugado.

- Finalmente,se construyó la curva patrón, para cadahormona,con la

ayudade una seriede dilucionesestándarde las hormonas.

Material

- Microplacas de 96 pocillos de fondo plano de poliestirenoy de una

capacidadde 350 microlitros por pocillo (Dynatech).

Tapasde poliestirenoparaplacasELISA <Dynatech).

Puntasdesechables,parapipetas Eppendorf,de 10-200gl y de 100-1.000
¿¿1 (Comfortips, Eppendorfl.

Puntasde pipetamulticanal,25-250¿¿1 (Costar).
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PipetasautomáticasEppendorf(Merck) de 10-100jil y de 100-1000,fl.

Pipetamulticanalde ocho canales,de 50 -250 L~1 (Costar).

Agitador (Vórtex) Rea.x 2.000(Heindolph).

Pipetasde cristal de dobleenrasede 5 y 10 ml (Protón).

Parafilm (America CanCo).

Tubosde ensayo decristal de 16 x 2Smm (BecksonDikinson).

Lector automáticode placas(Eurogenetics).

Reactivos

ácido cítrico (C
6H807) (Merck).

ácido 2-Retilmercurio)tio] benzáico,sal sádica(ThimerosalMMerck).

Agua purificada.

Albúmina séricabovina, fracción V (Cohn. Sigma& Co).

Anticuerposobtenidosy caracterizadosen el Departamentode Fisiología

Animal (Facultad de Veterinaria. U.C.M.): anti- testosterona,anti-

progesterona,anti-cortisol, anti-178-estradiol.

Conjugados hormona-peroxidasa,preparadosy caracterizadosen el

Departamentode Fisiología Animal (Facultad de Veterinaria.UCM,

Madrid): ami-testosterona, anti-progesterona,anhi-cortisolanti-estradiol-

178.
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DI-sodiohidrogenofosfatoanhidro(Na,HPO4) (Merck).

Etanol absoluto(Prolaho).

Eter de petróleo(Panreac).

Hormonasesteroides estandar(SteraloidsInc.,N.Y.,USA)

* 4-Andostren-178-ol-3-ona:Testosterona.

* 1,3,5(10)-Estrien-3,1713-diol:1713-Estradiol.

* 4-Pregnen-3,20-diona:Progesterona.

4-Pregnen-llE, 17a, 2ltriol-3,20 dione 3CMO

(Cortisol 3-CMO): Cortisol.

Ortofenilén-diamina dihidroclorhidrato(OPD> (Sigma).

Peróxidode hidrógeno:H,02 30% y 110 vol.(Merck).

Sodio Carbonato(Na2CO3)(Merck).

Sodio citratodi-básico 11/2 Hidrato (NaI-12C6H50,.ll/2)(Panreac).

Sodio Cloruro (NaCí) (Probus).

Sodio dihidrogenofosfato monohidrato(NaH,P04.E-I,O)(Merck).

Sodio hidrogenocarbonato(NaI-1C03) (Merck).

Tween-20(Merck).
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Solucionestampón

Carbonato-bicarbonato:0,05 M: pH= 9,6

Para1.000 ml de solución:

Na2CO3: 1,59g.

NHCO3: 2,93 g.

Tbimerosal1%: 5 inI

Conservara 4
0C

SolucióntampónELISA: pH= 7,0

Para1.000ml de solución:

NaH
2PO4.H20:5, 421 g.

Na2HPO4:8, 662 g.

NaCL: 8,7 g.

Albúmina séricabovina: 1,0 g.

Tbimerosal1%: 5 ml

Conservara 4
0C

Solucióntampónsustrato:pH= 4,8

Para1.000 ml de solución:

C
6H807: 13 g.

Na2HC6H5O5.1½H20.28 g

H202 30%,110 vol: 1 ml.

Thimerosal1%: 10 ml.

Conservara 4
0C
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Soluciónde lavado: Soluciónmadre(lOx).

Para1.000 ml desolución:

NaCl 1,5M: 87,66 g.

Tween-200,5%: 5 ml.

Conservara temperaturaambiente.

Condicionesdelensayo:

Siguiendoel criterio deSilván (1991),sonlas siguientes:

Fasesólida:

Se utilizan microplacasde poliestirenode 96 pocillos (Dynatech),con tapade

poliestireno(Dynatecb)y parafllm.

Condicionesde incubación:

1) Inmovilización del anticuerpo a lafasesólida: 16 horas,37~(D.

2) Reacción decompetición:2 horasenoscuridadatemperaturaambiente.

3) Hidrólisis del sustrato: 1 hora enoscuridada temperaturaambiente.

La temperaturaambiente debeser de 20-220C, en ningúncasosuperior a240C,

ya que a esatemperaturalas reaccionesenzimáticasno son estables,lo que puede

conduciravariacionesen las medidasde absorbancia(Zarco, 1988).

Tiemposde lavado y tapizado:

1) Lavados:de 5-10 segundoscada uno.
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2) Tapizado delas placascon lasoluciónde conjugado:no debesersuperior

a 10 minutos, porque encasocontrario, se observanvariacionesen los

valoresde abosrbanciade las columnastapizadas enlos últimos lugares

(Silván, 1991).

Determinacióndelcomportamientode los anticuerposy conjugadosen ELISM

determinación de lasdilucionesóptimas detrabajoen el ensayo

Con el fin de poder determinar las diluciones óptimasde trabajo, delos

anticuerpos,y de conjugados,frente alas citadashormonasesteroides(cortisol, 178-

estradiol, progesterona ytestosterona>,es necesaria la realización previa deunaserie

de pruebasque consistenen el enfrentamiento dediluciones variables tanto de

anticuerpocomo de conjugado.

Las dilucionesempleadasson las siguientes:

- Paralos anticuerpos:1/1.000; 1/2.000; 1/4.000y 1/8.000.

- Paralos conjugados:1/10.000; 1/20.000;1/40.000y 1/60.000.

Dichasdilucionescrecientes,paracadaunade las hormonas,sedistribuyenen

microplacasdefondo plano de la siguientemanera:

Anticuerpos:

Columnas1-3: 1/1.000

Columnas4-6: 1/2.000

Columnas7-9: 1/4.000

Columnas10-12: 1/8.000
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Conjugados:

FilasA-B: 1/10.000

Filas C-D: 1/20.000

Filas E-F: 1/40.000

Filas G-H: 1/60.000

Siguiendoel criterio de Mutuo y Stabenfeldt(1984), seleccionamosaquellas

dilucionesquepresentaranunadensidadópticade 0,6 - 0,8 a 450 mn.

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

1713-Estradiol:Anticuerpo: 1/2.000.Conjugado: 1/20.000

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

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

Trazadode las curvasesténdar

Parael trazado de lacurvaestándaro patrónsepartedeunadesoluciónmadre

de concentración conocida2 mg/ml en etanolabsolutode cadaunade las hormonas:

cortisol, 1713-estradiol, progesterona y testosterona, lascuales se van diluyendo

sucesivamentedentro delmargende 1 pg hasta1 ng.

Lasdilucionesse realizan entubosdecristalde 10 x 50 mm,conetanolabsoluto,

dejando que elalcoholseevaporeconel fin deconseguirla solubiizacióndelesteroide.

Se deja evaporar elalcohol y, a continuación,se añade elconjugadocon la

dilución de trabajo encadatubo, con distinta concentraciónestándar.Se analizan por

EUSA de competición,paraestablecerlasmedidasde densidadóptica a450 tun.
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Con las medidasde la absorbanciasetrazanlas curvasestándar, quepermiten

luego calcular la concentraciónde cadahormona, en una muestra problema,

relacionandolasabsorbanciasobtenidas conlas concentracionesque secorrespondena

la curvapatrón.

Parael tazadode la curva se sitúan en eleje de abcisaslas concentraciones

estándar consusrespectivasdilucionesy enel eje de ordenadasla relaciónE/Eo que

indica el % de unión de lasmuestrasestándarcon el anticuerpo.

Paracalcularlasconcentracionesdelasmuestrasproblema seutilizó unsoftware

especial(Informatic Departament,UniversidaddeCalifornia,Davis, USA)querelaciona

los datos de las absorbanciascon las curvas patrón, y nos proporciona las

concentracionesde lasmuestrasproblema quedeseamosconocer.

El margen de lacurvaestándar varía en funciónde la concentraciónesperadade

la hormonaadeterminar.Enel casode testosterona, progesterona,cortisoles deng/ml

y para 178-estradiolesdepg/ml.

Desarrollode Ja técnicaELISA decompetición

En la técnica de ELISAde competición,unacantidad limitada de anticuerpo

específicose fija a la fasesólida, lavandoposteriormenteel anticuerpoque no haya

reaccionado,añadiendo acontinuaciónla muestra problema yel conjugadohormona-

enzima.Se lava paraeliminar la hormonasin conjugary se mide la fracción unida

mediantela absorción del sustrato y la lectura de laabsorbanciadelcolor desarrollado.

Comprendelas siguientesetapas:

1) Adsorciónde losanticuerpos a la fasesólida (microplacasdepoliestireno).

2) Reacción decompetición: adiciónde la muestrao del estándary del
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conjugado.

3) Separaciónde las fraccionesde hormona librey unidaalos anticuerpos,

en la fasesólida.

4) Adición delsustrato ydel cromógeno.

5) Lecturay procesado delos resultados.

1) Adsorción de los anticuerposa la fasesólida:

menos

llevan

trabajo.

Las microplacas,de fondo píano,se tapizan con100 jil en todoslos pocillos

uno (Al), que sedejacomoblanco.Las dilucionespertinentesdel anticuerpo se

a cabo en agua bidestilada desionizadahastaalcanzarla dilución deseadade

A continuaciónlasplacassesellanconParafilm, setapane incuban16 horasen

estufa a370C.

La adsorción delos anticuerposa370Cy su dilución en agua reduce la reacción

de fondo inespecífica(Col!, 1988).

Conel fin de eliminar elexcesode anticuerpo queno hayasido adsorbidoa la

placa,sepracticantreslavadosconsolucióndelavado(200¡¿1 porpocillo), así comoun

completosecadomediantevolteo en papelde filtro.

2) Reacciónde competición:

Esta reacción tiene lugarentre la hormona libre(estándaro problema)y la

conjugadaal enzima. Los conjugadosse diluirán ensolución tampón de EIA a la

dilución de trabajopara cadauna de las hormonas,mezclándosetanto las muestras
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problemacomo las estándar con ladilución apropiadade conjugado.

Las muestras estándar yproblemasedeterminanpor duplicado distribuyéndose

en laplaca: (Segúnse muestra enel esquema1>

Columna1:

Columna2-3:

Columna5-11:

Columna12:

La denominamosEoS; en ella sólo añadimosdilución de

conjugado.

En ellas seañadenlas distintasdilucionesde las hormonas

estándardiluidas en el conjugado.

En ellas seañaden las muestrasproblemapor duplicado

diluidasen el conjugado.

SedenorninaEoEy en ella se añadedilución deconjugado.

Parallevar a cabo lareacciónde competiciónse tapiza la placa con50 ~í de

tampónELISA, en todoslos pocillos,por mediodeunapipetamulticanal,paradespués

añadir50 ¿±1de los reactivossiguiendoel orden preestablecido con anterioridad.

Las placas se sellan conparafllm y con su correspondientetapa, incubándose

duranteun perfodode dos horas en laoscuridada temperaturaambiente; ésto es un

factordeterminanteparael desarrollo de lacorrectareaccióndebiendoestarcontrolado

ymantenido lo más uniformementeposible con el fin de no alterar la reacciónde

competición.

3) Separaciónde las fraccionesde hormona librey unidaa los anticuerpos

adsorbidos enla fasesólida:

Serealizamedianteel volcadode lasplacas,efectuándose treslavadoscon200

j¿l de lasolución de lavado,así comoun secadoperfecto.
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4) Adición delsustratoy del cromógeno:

El sustratoutilizado se obtienediluyendo 10 pl de peróxido de hidrógeno

(H20%30%, 110vol), en 10 ml de tampónsustrato,al que se le añade,30minutosantes

de ser utilizado, el cromógeno,ortofenilendiamina dihidroclorbidrato (OPD), auna

concentraciónde 1 mg/mI, guardandolas debidas precauciones en lapreparacióny

conservaciónde esta mezclaparaprevenir laautoxidación,comoson:guardarla en la

oscuridad,cenaríaherméticamentey conservándolaatemperaturaambiente.

En todos los pocillos de la placa se añaden100 ¿¿1 de la mezcla de sustrato

cromógeno,realizándose,de nuevo,unaincubación,por unperíododetiempo de una

hora, en las mismas condicionesque la anterior.

5) Lectura de lasplacas:

Unavez transcurridoel tiempo dereaccióndel sustrato,se procede a la lectura

de la densidad óptica delcolor desarrollado.Paraello se emplea unlectorautomático

de ELISA (Eurogenetics),el cual mediantelos filtros de 450 y 600 nm, realizauna

lectura bicromática queelimina el color producidopor unaposiblereacciónde fondo.

Análisis de hormonas esteroides de las muestrasprocedentesde los gruposde animales

Unavez puesta a punto la técnicaELISAde Competición,parala determinación

de cortisol, 1713-estradiol,progesterona y testosterona, se analizanlas muestrasde

plasma delos distintosgruposdeanimales, utilizandoun métododirecto, sin extracción

previade la muestra.

El primerpasoconsisteen lapreparaciónde las muestrasparael análisis.Para

ello, se procedeala planificaciónde la distribuciónde laplaca,y la descongelaciónde

lasmuestrascorrespondientes,colocándolasen orden enunagradilla,hastasucompleta

descongelación,tomándosede cadaunadeellas, por medio de unapipetamonocanal,
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75pl de plasma,en tubos de cristal (10 x 70 mm), procediéndosea continuacióna la

desnaturalización oinactivaciónde la proteínamediantecalor, ya que elesteroideno

sufre ningún tipo de alteración a latemperatura a la cual se produce la

desnaturalización proteica,(600C durante45 minutos)considerandoestetiempomásque

suficienteparallevar a cabo ladesnaturalizaciónde laproteína(Silván 1991).

El segundopaso consisteen la dilución de la muestradesnaturalizadacon la

soluciónde conjugado,previamentedeterminadala dilución de trabajo. Lasmuestras

seanalizanpor duplicado;tomando75 pl de plasma,a tubosde ensayode cristal (10

mm x 70 mm) que sedisuelvenen 75 pl de conjugado.Después,se homogeniza

cuidadosamente conayudade un agitador.

Se tapizanlos pocillos de la placa con50 pl de estadilución.

Validación de la técnica

LpffifkW¡d : Se estudianlas reacciones cruzadasde los anticuerpos conlos

distintos esteroides.

Precisióny repetibilidad:Se determinarealizando elcálculode los coeficientes

de variaciónintra e inter-análisis,para lo cual se empleanconcentraciones

conocidas(altas, medias,bajas) de cadauna de las hormonasy un número

determinadode muestrasproblema:

- 5 pg/pocillo, 50 pg/pocillo y 500 pg/pocillo. Se realizan diez

determinaciones porduplicado, de cada concentración dentro deuna

mismaplaca,repitiéndoseel análisis diez díasconsecutivos.

- Se determinanpor duplicado 20 muestrasproblema (10 de machos

problemay 10 muestrasde hembrasproblema), en la misma placay el

mismo análisisse repitediez díasconsecutivos.
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~¡a~iln¡tSe determinacalculandoel porcentaje derecuperación,añadiendo

concentracionesconocidasde cadaunade las distintashormonasa determinar.

S~ibii1da& Se determinade dosformas:

- Mediante elcálculodel límite de detección:valores medios deE<, menos

2 E.S.M., enocho ensayosconsecutivos(Abraham,1975).

- Mediante elcálculode la concentración de lahormonaquecausael 50%

dereduccióndel valor de la unión inicial (E0) (VanWeemen ySchuurs,

1975).

Determinaciónde las hormonasTiroideaspor técnicas enzimoinniunoanalíticas

Paravalorarla funcióntiroidea determinamosel contenidototal, en plasma de

tri-iodotironina(T3), tiroxina (¶l?4),hormona estimulante de latiroides (TSH), por medio

de la técnicaimnunoenzimáticaELISA.

Con el fin depoderllevar acabo estasdeterminacionesde unamanerarápida,

sencilla así como con un alto grado defiabilidad y especificidad,se eligió el kitt

comercialde Laboraratorios BoehringerMannheim: EnzymunTest.

Parala determinación hormonal tri-iodotironinafr3), tiroxina (T4) seutilizó el

sistemaELISA de competicióny parala determinaciónde lahormonaestimulante de

la tiroides (TSH)o tirotropina, ELISA Sandwich.

ELISA decompeticiónparaT3 Y T4

Material de laboratorio:

- Puntasdesechables,parapipetasEppendorf,de 10-200pl y de 100-1.000
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pl (Comfortips,Eppendorf).

- PipetasautomáticasEppendorf(Merck) de 10-100pl y de 100-1000pl.

Reactivos

- Tubos de plástico recubiertosde los anticuerposrespectivospara la

determinación hormonal de1’4 y 1’3; anticuerpoanti-tiroxina (oveja).

Capacidadde fijación aproximada25 ng ó 32 pmol detiroxina/tubo. Y

recubiertosde polihaptenoT3.

- Tampónde incubación

Barbiturato120mmol/l, pH= 8,7

Acido 8-anilino-1-naftalinsulfónico(ANS) 1,27 mniol/l (0,04%)

Tampónfosfato 18,2 mmol/l, pH= 8,6 enel casode T3.

- Conjugadotiroxina- POD. POD> 10 U/ml.

Conjugadoanticuerposanti-T3POD. POD =5U/ml.

- Estándar.Tiroxina con matriz proteica, con concentracionesconocidas:

0,00; 3,90;7,70; 14,10y 26,40pg/dl.

EstándarT3, en suerohumano,condiferentesconcentraciones.

0,12; 0,86;1,60; 3,15y 6,60 ng/ml.

- Substrato/tampón.Fosfato/citrato100mmol/l, pH = 4,4 H202(perborato

sódico)3,2 mxnol/l.

- Cromógeno.2,2 - azino - di- (3-etil-benzotiazolinaácido sulfónico-6)-sal

diamónica.(ABTS)1,9 mmol/l.
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Equipo

OrdenadorpersonalEpsonAX2.

ImpresoraEpsonLQ-500.

ES33 Photometer4010.

Softwareespecialmentediseñadopara el cálculode las curvaspatróny

concentraciones(BoehringerMannheim).

Preparacióny estabilidadde las soluciones

Estabilidad:

* 2-8 0C hasta lafechade caducidadindicada.

* Los estandarsepuedenconservarhasta3 meses a-20 0C siendoposible

variascongelaciones,sin sersusceptiblede alteraciones.

El tampón deincubacióndebe protegersede la luz, y al igual queel restode los

reactivosdeben mantenerse atemperaturaambiente20-25 0C, al menosunahoraantes

del comienzodel test.

La solución substrato-cromógenodebe ser preparada(mezclar cromógenoy

substrato/patrónhastasucompletadisolución)porlo menosunahoraantesdelensayo,

así comoprotegerlade laluz.

Material de muestra

Se utilizó plasma,al igual que para las demásdeterminacioneshormonales,
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procediéndoseala descongelaciónde laalicuotacorrespondiende con elfin derealizar

unasóladescongelación,por determinación.

Intervalo de medición

T3: 0-6 ng/ml ó 0-9,22nmol/l

T4: 0-25 sg/dl ó 0-322 nmol/l.

Factordeconversión

T3: nrnol/l x 0,651 = ng/mí; ng/mlx 1,536 = mnol/l.

T4: nniol/l x 0,078 = pg/dl; sg/dlx 12,87 = nmol/l.

Límite de detección

El límite de detección inferiordefinido paraT3, se haindicadocomo E menos

2S del tercerestándar,y esaproximadamente0,25 ng/ml ó 0,38 nmol/l.

El límite de detección inferiordefinido para174 es, aproximadamente,de 0,6

sg/dl ó 7,7 nmol/l.

Procedimientode la realizacióndelensayo

El primer pasoconsisteen lacolocaciónde la cadena detuboscon un orden

preestablecido previamente:

Posición primera,sin tubo; después,por duplicado,tubos no recubiertos de

anticuerpo(se considerancomoblancos),y luego tubosrecubiertos deanticuerpo,a los
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que seles añadiráestándares,suero control y muestrasproblema, conun volumen

definido paracadaanálisisdc 20 pl enel casode 174 y 200 pl parala T3.

Seañadiráluego,en todoslos tubos, 1,0 ml de soluciónde conjugado,lo que se

realizarádeunamaneraautomática,con unintervaloméximode tiempo de10 minutos,

despuésdel pipeteadomanual deestandar/suerocontrol /problemas.

A continuaciónse procedé,a una incubaciónde 30 minutos conel posterior

lavado y aspiración,de modoautomático,mediantesolución de lavado seguidode la

adiciónde 1,0 ml de la soluciónsustrato cromógenoparacontinuarcon unasegunda

incubacionde igual duraciónde tiempo que la anterior.

Serealizá lalecturadelas densidadesópticasaunalongitudde ondade 405 mn.

Determinaciónde tiroxina (T4).

El método se basa en el principio decompetición: se realiza una primera

incubacióncon la tiroxina presenteen la muestray la tiroxina marcada conPOD, que

compitepor una cantidaddeterminadade anticuerpoanti-tiroxina, ligadoa la pared

interior de los tubos.A continuación,seelimina el conjugadotiroxina-POD noligado,

junto con los componentesséricos,por medio de una fase de lavado. Se efectúa,

seguidamente,unasegundaincubacióndespuésdeañadir el substrato(ABTS: 2,2-azino-

di-(3-benzotiazolinaácido sulfónico 6)- sal diamónica), formándoseuna solución

coloreadacuyaconcentración corresponde a laactividadenzimáticaligada a lapared

de los tubos,midiéndose laintensidadde color en el espectrofotómetro a405 nm.

Segúnel principio de lacompetición, la actividad enzimática de latiroxina

marcadaserámenor cuantomayor sea laconcentraciónde tiroxina sérica.

Las absorbanciashalladas seevalúan medianteuna curva patrón obtenida

previamente.
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Determinacióndetrl-Iodotlronina (fl).

Se llevóacabopor elmismométodoanteriormentedescrito,con anticuerposanti-

tri-iodotironina.

Detenninacióncuantitativade la hormonaestimulantede la tiroides (TSH) mediante

técnicaELISA sandwich

El ELISA Sandwicho de “dos sitios’, consisteen: un primer anticuerpo que se

adhiereaunafasesólida (tubo deplástico),a él se une el ántigeno(si lo hubieraen la

muestra)y la unión se detectamediantela adición del mismo anticuerpoespecifico

marcado.

En una primera incubación, el antígeno TSH de la muestra, seliga a los

anticuerposanti-TSH,fijados a laparedde los tubos.

Debido a que la TSH tienevarios determinantesantigénicos,se realizóuna

segunda incubaciónañadiendo anticuerposanti-TSHmarcados conPon,detal manera

que se formasencomplejos sandwich-TSH-POD.

La cantidaddeestoscomplejosformadoseraproporcionalal contenidode TSH

en lamuestra.

Paraeliminar el conjugadoPOD no ligado, se efectuéuna fase delavado.

Seguidamente, se añade el substrato-cromógeno (ABTS) determinando

fotométricamente laactividadde POD, ligadaala paredde los tubos.

Como enlos casosanteriores,los valoresobtenidos se llevaronala curvapatrón

elaboradacon anterioridad.
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Reactivos

- Tubos deplástico recubiertosde estreptavidina.Capacidad defijación

aproximada14 ng debiotina /tubo.

- Tampónde incubación

Tampónfosfato80 mmol/l,pH= 7,4 anticuerposanti- TSHmonoclonales

con biotina: 1,5 mg/l.

- Conjugadoanticueposanti-TSH-POD.

POD =5 U/ml.

- Estándar,

TSH conmatriz proteicacon concentraciones0,00; 0,29; 2,55; 14,50 y

41,50 pU/niil.

- Sustrato/tampón

Fosfato/citrato100 mxnol/l, pH 4,4 H202(perboratosádico)3,2 mmol/l.

- Cromógeno

2,2 - azino - di- (3-etil-benzotiazolinaácido sulfónico-6)-sal diamónica.

ABTS 1,9 m¡nol/l.

Preparaciónde las muestras

Seprocede a ladescongelaciónde lasalícuotasdeplasmade los distintosgrupos

de animalesparala realizacióndel análisis,ya que se utiliza un métododirecto sin

extraciónprevia de la muestra.

Todoslos reactivosque seutilizan, semantuvieronatemperaturaambientecomo

pasoprevio asuposterioruso.
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Intervalodemedición:

0-40 sU/ml.

Limite de detección:

El limite de deteccióninferior, definidocomoE + 3Sdelprimerstandard(0,00

pu/mi), esaproximadamente0,07 pU/ml.

Preparacióndel ensayo

Despuésde lacolocaciónde lacadenay tenertodoslos reactivosla temperatura

idonea, seprocedea dispensarmanualmente de100 sí de estándar,suero control y

muestrasproblemaenlos tuboscorrespondientes,siguiendola mismasecuenciaquepara

lasotras determinaciones&rimero de la cadenaausente, segundoy terceraposicióndel

tubo no recubiertoblancos, colocaremos siemprelos tubospor duplicado,con el fin de

realizarel análisiscon un intervalo de errormenor).

Se añadeluego, de forma automática,1,0 ml de la solución la (solución de

conjugado),procediéndoseaunaincubacióndurante60 minutos a25~C ó 70 minutos,

si la temperaturadel laboratorio es menor de250C. Una vez pasado eltiempo de

incubación,los tubosselavan consolución de lavadode formaautomática.

Posteriormente,se añade1 ml de la soluciónsubstrato-cromógeno.Incubándose

durante30 minutosparaque se produzca lareacciónde color.

Pasadoel tiempo de incubaciónse procederáa la medida de las densidades

ópticasa unalongitud de onda de405 mr.

Por medio delsoftwareindicado (Boehringer Mannlieim),secalcularán,deuna

maneraautomáticalas curvas estándary las concentraciones,utilizando el factor de

correcciónapropiado,al igual quese realizabaparalas hormonas esteroides.
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DeterminacióndetrenbolonamedianteELISA decompetición

Paradeterminar,cuantitativamente,el nivel de trenbolonaen las muestrasde

plasmautilizamosun métodoinmunoenzñnático,comoesel ELISA.

La trenbolona (antígeno),si está presente en la muestra, compite con la

trenbolonamarcada conperoxidasa(conjugado),por un número de anticuerpospresente

en la placa.

Reactivosnecesariosparala realizacióndel ensayo:

Anti-trenbolone(Randox).

Patrones(Randox).

Conjugado(Randoxj.

Control positivo, negativo producciónpropia.

Solucionestampón:

£azbgnaQBjsasb~naI~:0,05 M: pH= 9,6

SolucióntampónELISA: pH= 7,0

Solucióntampónsustrato:pH= 4,8

Soluciónde lavado:soluciónmadre(10x>.
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Desarrollode la técnica

Comopasoprevio,a laestandarizaciónde latécnica,es necesariodeterminarlas

dilucionesóptimasde trabajo frente atrenbolonay surespectivoconjugado.Seefectúan

unaserie de pruebas,consistentesenenfrentardiluciones variables,tanto deanticuerpo

comode conjugado.

El anticuerpoutilizado fue anti-trenbolona(Randox), obtenido enconejo (el

inmunógeno fue Trenbolone-Hemi-BTG) yel conjugado fue trenbolona-HRPO

(Randox).

Las dilucionesempleadas fueronlas siguientes:

Partiendodelanticuerpopuro, se realizaunadilución madre 1/10 encarbonato-

bicarbonatoy unaserie dediluciones,en agua bidestilada:

1/250; 1/500;1/1000;1/2.000

Para una dilución de conjugado 1/2.000, suministradapor los laboratorios

Randox,se realizanlas siguientes diluciones,en ELISA tampón:

1/25.000;1/50.000

Lasdilucionessedistribuyenen la placade la siguientemanera:

Anticuerpos:

Columnas

Columnas

Columnas

Columnas

1-3: 1/250

4-6: 1/500

7-9: 1/1.000

10-12: 1/2.000
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Conjugados:

Filas A-D: 1/50.000

Filas E-It 1/25.000

Siguiendoel criterio de Munroy Stabenfeldt(1984), se seleccionaron aquellas

dilucionesque poseíanunadensidadóptica de0,6-0,8, a 450nm.

Trenbolona: anticuerpo:1/1.000Conjugado:1/50.000

Trazadode la curvaestándar

Se traza una curva patrón o estándarpara trenbolonacon concentraciones

conocidasque cubrenun rangoentre1 pg/pocilloy 1 ng/pocillo.

Las concentracionesestándar se obtienenapartir deunasolución madre dc 2

mg/ml de trenbolona.Se preparanlas siguientesdiluciones: 1-1.000 pg/50 pl. Las

dilucionesse realizan entubosdeensayo,decristal, de 10x 50 mm,con etanolabsoluto,

permitiendoque elalcohol se evaporeparapodersolubiizar el anabolizante.

Unavez que el etanol seevapora,las concentracionesestándarsedisuelvenen

una solución de conjugadoy con ellas se realizaun ELISA de competiciónpara

determinarlos valoresde densidadóptica a450 nm.

Con las medidasde absorbanciade los estandares setrazala curvapatrónpara

trenbolona. A estacurva se referiran las absorbanciasobtenidas delas muestras

problema,lo quepermitecalcular la concentraciónde trenholona.

Adsorción de los anticuerposa la fasesólida

Las microplacas,de fondo plano las tapizamos con ladilución apropiadade

anticuerpo. Los anticuerpos sediluyen en tampón carbonato-bicarbonatoy, a
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continuación,se dispensan100 pl de estadilución en todos los pocillos de la placa,

menos enel primero (Al), que se dejacomoblanco.

Las placas setapany sellan conparafllm,permaneciendoduranteun espacio de

tiempo de 16 horas a37 0C.

Pasadoel tiempo de incubaciónse efectúantres lavados con 200 sí, de la

soluciónde lavado, porpocillo. Dichoslavadostienenla finalidad eliminar elexcesode

anticuerpos queno han sidoadsorbidosa laplaca.Antes derealizarla siguienteetapa,

las placasse deben secar perféctamente,dejándolas invertidassobrepapelde filtro.

Algunos autores someten alas muestrasde plasmaa procesosde extracción

previa con dietileter, peronosotroshemos comprobadoqueestepasono esnecesario

y simplificamosla técnica.

Se procede adescongelarlas alícuotasprogramadas,con anterioridad,para la

realizacióndeltest, asfcomo todoslos reactivosquevayana serutilizadoscon el finque

alcancenla temperaturaambiente(20-24 0C) a la horade la analítica.

Se toman ‘isp1 de plasma,por muestray se procede a la desnaturalización

proteicapor mediodel calor a60 0C, durante treintaminutos.

Reaccióndecompetición

Tiene lugarentre la hormona libre(estándaro problema)y la conjugadaal

enzima.Tanto la muestraestándar comolas problema semezclancon ladilución de

conjugadoapropiada,el conjugadosediluye ensolucióntampón deELISA a 1/50.000.
Es recomendablerealizarel testporduplicado,asícomounacuidadosahomogenización

con laayudade un agitador.

Ladistribuciónenlaplaca,fue igual quelautilizadaparalas hormonasesteroides

representadasenel esquema1.
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Sehicieróndosincubaciones,entrelascualesse realizóel lavadode laplaca,con

cl fin de separarlasfraccionesde hormona librey la unidaal anticuerpoadsorbidoala

fasesólida;asícomo la adición del sustrato,siguiendo igualprotocoloque enel caso

desarrollado con anterioridad,paralas hormonasesteroides naturales.

La lecturade lasplacasserealizó aunadensidadóptica de450 nm.

Procesadode los resultados

1. Procesado delos resultadosobtenidosen el análisis hormonal:

El procesadode los resultados,obtenidos delanálisishormonalde lasmuestras

deplasmaprocedentes delos animalestratados, serealizó con laayudade unsoftware

diseñadoespecialmenteparaello en elDepartamentode Informática de laUniversidad

de Davis, California,USA, el cual fue cedidoa nuestrodepartamento,y consisteen;

a) Trazadode las curvaspatrón

Sehizó enfrentando, enel eje de ordenadas,la relaciónE/Eo * 100,esdecir,el

porcentaje de unión de lasmuestrasestándarconel anticuerpoy, enel eje de abscisas,

las concentracionesestándar de cada hormona.

Estas curvas patrón se utilizan de referencia para el cálculo de las

concentraciones hormonalesde las muestrasproblema.

b) Cálculode las concentracioneshormonalesde las muestrasproblema.

El programa, tomando como referencia la curva patrón, calcula las

concentracionesen las muestras problema.Se debe introducirun factor de corrección

paraexpresarestasconcentracionesenlasunidades correctas,ya quelasmuestrassufren

distintasdiluciones.

94



Lasconcentracionesde trenbolona, enplasma,seexpresanenng/ml.

e) Validación de la técnica

Se realizó mediante ladeterminaciónde los parámetros

Especificidad

Precisióny repetibiidad

Exactitud

Sensibilidad

De la mismamanera que enel casoanteriorde las hormonas esteroides(véase

el esquema1)

Limites de sensibilidad

Sueroy plasma=0,25 ng/ml.

Especificidad

La especificidadde la técnica se realiza mediante la obtención delas reacciones

cruzadasquepresentael anticuerpoutilizado frentea otrashormonas esteroides,y se

calculaigual que la metódicarealizadaparalas hormonas esteroides.

DETERMINACION DE TRENBOLONA MEDIANTE CROMATOGRAFIA LíQUIDA

DE ALTA RESOLUCION(HPLC)

Se ha desarrollado un método propiopara determinarla concentración de

trenbolonaenplasma.El plasma obtenido, mediantecentrifugaciónde las muestrasde

sangre,sepurificó por un CartuchoC18 (Waters, España).El eluatose extrajo conn-

hexano,que seconcentróy seinyectó en unsistema cromatográficode HPLC.
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:

Material

Equipocromatográfico

Columna:
Tipo: C18 ODS-HYPERSIL(Shandon)

Longitud: 25 cm.

Diámetro interno:4,6 mm.

Diámetroexterno:0.25 ins.

Diámetro departicula:5 s.

Válvula Rheodyne (Loopfijo 10 sí>
Válvula de purga

Soporteparaválvulas

Bomba:
Gradienteternario, conmezcla a baja presión de doble

pistón. Virtualmente exenta de pulsaciones con

repetitibilidad decomposiciónsuperior al99%.No necesita

mezclador exterior.Margen deflujo 0,01 a 10 ml/mm, P

max 6000 psi (SpectraPhysiccs)

D§fl:
Longitud de onda variableultravioleta-visible(ISCO).

Integrador- registrador

DataJET(Spectra-Physics).

Bombona de HelioC-50 (Carburosmetalicos)
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Material de laboratorio:

- Equipo defiltración:

Recipiente devidrio de250ml con basepara

embudo esmerilado 34/45, erlenmeyer de

1000 ml 34/45, tapón de vidrio, pinza,

portafiltrosSSy rejilla con10 juntas deteflón.

Bombade vacio.

- Equipo de desionizaciónde agua(Labconco).

Filtros tipo HV de O,45umde poro (Millipore).

Pinzas.

JeringaHamiltonRheodyne, volumen0.25 ml.

Evaporadorde muestras orgánicas(Zymarc).

Viales decrista

CartuchosSep-Pak C18 de extracción en fase sólida, para muestras

biológicas(Waters),conjeringa de10 ml u otro dispositivoparacartuchos

(Sep Pak Rack(Waters)o similar).

Reactivos

Solventesparacromatografíade líquidos

Metanol, CH3OH,Pm= 32,04 (Panreac).

Acetonitrilo, CH3CN, Pm= 41,05 (Panreac).

Agua destiladaparaHPLC (Panreac).
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- AcetatodeTrenbolona(RousselUclal)

Preparación del patrón

a) Soluciónpatrón

Solución patrón de Trenholona: Pesar 10 mg de trenbolona, con una

precisión0,2 mg, disolver en 10 ml de la fase móvil.

b) Soluciónpatrónde trabajo

Se toman10 síde la soluciónanteriory sellevan hasta10 ml de liquido de la

fasemóvil (agua/metanol/acetonitriio:20%/75%/5%),en un tubodecristal de10 mm

x 100, se agita la mezclaparahomogeneizaría.Luego se realizandistintasdilucciones

patrón (concentarciónconocida)hasta llegar aconcentracionesque cubran un rango

pg/ml y ng/nil.

Procesadode las muestras

Después de ladescongelacióndel plasma,se procede a laactivacióndel cartucho

C18 SepPaK,con2ml demetanoly 2 ml deagua,respectivamente.Seeluyeel cartucho

con 4xnl de metanol/agua80%. El eluato se evapora a45
0C, por medio de una

corriente denitrógeno, hastaque queden0,4 ml. Se añaden0,6 ml de aguay esta

soluciónacuosa se extraetresvecescon2m1 n-hexano.El residuoseredisuelveen200

pl de liquido de la fasemóvil.

Espectro de absorción

El espectro de absorción realizado enel Departamentode Fisiología Vegetal

U.C.M., nos reveló una absorbancia máximade longitud de ondaa 338 ¡mi, de la

trenboionaennuestrafasemóvil.
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Cálculodel flujo

Se calcula elflujo óptimo, de la fasemóvil, con objetode obtenerla máxima

eficacia.Deterninándose este enlml/min.

Condicionescromatográficas

Ea~m~xil: agua/metanol/acetonitrilo:20%/75%/5%

flj¿jn: lml/min

fl~~¡ (longitudde onda)paratrenbolona:338 mr

Velocidadde papel:0,25 cm/niin

Miún: 16

Ikmpa(aproximado)dtrc1~n~i4n:6,50-6,57mm

ANALISIS ESTADíSTICO DE TODOS LOS RESULTADOSOBTENIDOS

El análisisestadísticodc los resultadosserealizópor medio delsoftware BMDP:

“Biomedical DataPrograin”,en el Centro deCálculode Somosaguas,U.C.M.

Se determinóel análisis de la varianza, para estudiar ladistribución de las

variablesestadísticasy test dediferenciasdemedias,paracomprobar sientrelosgrupos

problemay control de nuestro estudio y las distintas variables poseendiferencias

estadísticamentesignificativas.

Las variablesestadísticasanalizadasson:

- Número deanimal.

- Horao díade tomade la muestra.

- Concentracionesplasmáticas de: cortisol (C), 1713-estradiol (E2),
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progesterona(1%), testosterona(T>, trenholona,tri-iodotironina (973),

tiroxina (TJ, hormonaestimulantede la tiroides (TSH).

Grupo tratadoy testigo.

Sexo.

Pesoinicial

Pesofinal.
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1. Dilucionesóptimas deanticuerpo:

Los resultadosobtenidostras las pruebas realizadasparacalcularla dilución

de trabajo óptimaaemplearde anticuerpoparaELISA decompeticiónfueron:

* Anti-cortisol: 1/8.000.

* Anti-1713-estradiol:1/21)00.

* Anti-progesterona:1/4.000.

* Anti-testosterona:1/8.000.

* Anti-trenbolona:1/1.000.

La especificidadde los anticuerpospoliclonalesproducidos frentea las cinco

hormonasesteroidesse puedenobservar enlos cuadrosdel 1 al y, donde está

reflejado el porcentaje de reaccionescruzadasquepresentanlos cinco anticuerpos

utilizadosen elELISA decompetición.

Los anticuerposparalas hormonastiroideasfueron:

Tri-iodotironina: anticuerpo, tubos de plásticos recubiertos de

poliliaptenoT3.

Tiroxina: anticuerpo,tubosdeplásticorecubiertosde anticuerposanti-

tiroxina (oveja),con capacidad defijaciónaproximada25 ng o respuesta32,2pmol de

tiroxina/tubo.
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ELISA variedadSandwich:

Para la hormona estimulantede la tiroides la dilución óptima de

anticuerpofue: anticuerpo,tubosdeplásticorecubiertosdeanticuerposmonoclonales

anti-TSH, con capacidad defijación aproximada40 mU deTSH/tubo.

Las reaccionescruzadasde lashormonastiroideas seencuentranrepresentadas

en los cuadrosVI, VII y VIII.

2. DilucIonesóptimasde conjugado:

Este factor es crítico parauna puesta a punto óptima delmétodo. Los

resultadosfueronlos siguientes:

* ConjugadoHRP-cortisol:1/60.000.

* ConjugadoHRP-178-estradiol:1/20.000.

* ConjugadoHRP-progesterona:1/40.000.

* ConjugadoHRP-testosterona:1/60.000.

* ConjugadoHRP-trenbolona:1/50.000.

Paralas hormonastiroideas fueronlos siguientes:

Tri-iodotironina:Conjugadoanticuerposanti-T3-POD,POD=5 U/ml.

Tiroxina: Conjugado,tiroxina-POD POD< 1,5 U/ml.
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ELISA variedadSandwich:

Para la hormona estimulante de latiroides la dilución óptima de

Conjugadoanticuerpos-anti-TSH-POD=5,0 U/ml.

3. Trazadode las curvaspatrón

El trazadodc las curvaspatrónparacada una delas hormonasesteroides se

realizó medianteun software especialmentediseñadopor el Departamentode

Informáticade la Universidadde Davis, U.S.A

En la Gráfica1, se encuentranreflejadoslas curvaspatrón de 17B-estradiol,

siendoparalas demáshormonasesteroides larealizaciónde lacurva de la misma

forma.

El trazado delas curvas patrón para las hormonas tiroideas,se realizó

medianteel softwaredelosLaboratoriosBoehinger Mannheim,estandorepresentado

enel Gráficalila curvapatróndetri-iodotironina. Paralas hormonasT4 y TSH el

trazadode la curvapatrónse realizósiguiendo igualmetodología.

4. Validación del ELISA de competiciónparalas hormonas esteroides

(cortisol, 178-estradiol,progesterona,testosteronay trenbolona).

- Precisióny repetitibilidad

% CV = Desviaciónestándar/mediax 100

En nuestrocasoel % CV fue siempre<7% paratodaslas hormonas

estudiadas.
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Los % de recuperación entodos los casososcilanentre85-95%

(PC0,05)

SÉWIWIWId

Sedeterniinóde dos formas:

- Límites de detección;

cortisol; 3 pg/pocillo

1713-estradiol; 0,3pg/pocillo

progesterona;3 pg/podllo

testosterona;6,6 pg/pocillo

trenbolona;12 ng/ml

Sensibilidadal 50 % de unión

cortisol;59,82pg/pocillo

17J3-estradiol;0,83pg/pocillo

progesterona;59,82pg/pocillo

testosterona;83,17pg/pocillo
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trenholona;0,25 ng/ml

5. Intervalodemedicióny limite dedeteccióndelos testcomercialespara

las hormonas tiroideas.

- Límitesde detección;

Tri-íodotironina;0,25 ng/ml

Tiroxina; 0,6 sg/dl

TSH; 0,07 pU/ml

- Intervalo demedición;

Tri-iodotironina; 0 - 6 ng/ml

Tiroxina; O - 24 sg/dl

97511; 0 - 40 pU/ml

6. Variacionesde los pesos

Con los valores de los pesosrecogidostanto de machoscomo hembras,se

realizó lamedia(±E.S.M.) de los mismosal inicio y final de la experiencia,los

resultados obtenidosaparecenen laTabla 1.

Paraunamejor apreciación delasvariacionesde pesoexperimentadosdurante
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los cincuentadfas, se realizóunarepresentacióngráfica de los incrementos delos

pesos,estando esta reflejadael Gráfico 1.

7. ConcentracIonesplasmáticas

Delos30animalesanalizados,sedeterminaronlasconcentracionesplasmáticas

de las ocho hormonas objeto deestudio: cortisol, progesterona, testosterona,

trenbolona,r en ng/mi,1713-estradiolenpg/nil,TSH enuU/ml,T4 enug/dldurante

los cincuentadfasqueduróla experiencia.Cuyasconcentracionesmedias(±E.S.M.)

aparecenreflejadas enlas tablas de la 2 a la 15 de acuerdo con lasiguiente

distribución:

Tabla2: Concentracionesde trenbolonaen machosy hembras.

Tabla3: Concentracionesdeprogesteronaenhembras controlesy

tratados.

Tabla4: Concentracionesde 178-estradiolen machoscontrolesy

tratados.

Tabla5: Concentracionesde 17B-estradiolen hembrascontrolesy

tratados.

Tabla6: Concentracionesde testosteronaen machos controlesy

tratados.

Tabla7: Concentracionesde testosteronaen hembras controlesy

tratados.
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Tabla8: Concentracionesde cortisol en machoscontroles y

tratados.

Tabla9: Concentracionesde cortisol en hembras controlesy

tratados.

Tabla10: Concentracionesde tri-iodotironina en machoscontroles

y tratados.

Tabla11: Concentracionesde tri-iodotironina hembrascontrolesy

tratados.

Tabla 12: Concentracionesde tiroxina machoscontrolesy tratados.

Tabla13: Concentracionesde tiroxina en hembras controlesy

tratados.

Tabla14: Concentracionesde hormona estimulante de la tiroides

machoscontrolesy tratados.

Tabla15: Concentracionesde hormona estimulante de la tiroides

hembrascontrolesy tratados.

Paraunamejor apreciación delos perfiles hormonales,durantelos días que

duro la experiencia,se realizóuna representacióngráfica con los datosobtenidos

comparandolas conlos controlesGráfico del 2 al 15.

Así mismoy por último, Tabla16, se detallanparacadaunade las hormonas

estudiadasy tomasrealizadasel nivel de significaciónestadísticaobtenidoentrelos

gruposcontrol y tratados.
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CUADRO 1. REACCIONESCRUZADAS DEL ANTICUERPO ANTI-CORTISOL

ESTEROIDE REACCION CRUZADA (%)

Cortiso] 100,00

11-deoxicortisol 210,00

Corticosterona 16,60

17a-Hidroxiprogesterona 17,80

Cortisona 17,6

Pregnisona 8,05

Progesterona 1,00

Desoxicorticosterona 1,00

Testosterona < 0,01

Dexametasona < 0,01

Estrona < 0,01

17B-estradiol < 0,01

Estriol c 0,01
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CUADRO II. REACCIONESCRUZADAS DEL ANTICUERPO

ANTI-176-ESTRADIOL

ESTEROIDE REACCIONCRUZADA (%)

1713-estradiol 100,00

17J3-estradiol-6CMO 130,00

16 Ceto-1713-estradiol 16,70

6 Ceto-17B-estradio] 20,00

2 Hidroxí-1713-estradiol 8,74

6a Hidroxi-1713-estrdiol 12,30

17J3-estradiol-3benzoato 3,28

17a-estradiol 0,05

Estrona 0,50

Estriol 0,05

Progesterona < 0,01

Testosterona 0,10

Cortisol c 0,01
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CUADRO III. REACCIONESCRUZADAS DEL ANTICUERPO

ANTI-PROGESTERONA

ESTEROIDE REACCION CRUZADA (%)

Progesterona 100,00

1la-Hidroxi-progesterona-11HS 110,00

1la-Hidroxi-progesterona 14,03

17a-Hidroxi-progesterona < 0,01

20a-Hidroxi-progesterona < 0,01

202-Hidroxi-progesterona < 0,01

Pregnendiona 21,73

17B-estradíol < 0,01

Estrona < 0,01

Estriol < 0,01

Testosterona 0,46

Cortisol < 0,01

111



CUADRO IV. REACCIONESCRUZADAS DEL ANtiCUERPO

ANTI-TESTOSTERONA

ESTEROIDE REACCIONCRUZADA <%)

Testosterona 100,00

Testosterona-3CMO 100,00

5a-Dihidro-testosterona 20,00

SB-Dihidro-testosterona 5,00

Androstenodiona 11,50

Androstenodiol 3,50

Androstenolona 3,21

5a-Androstan-3a,178-diol 1,00

Sa-Androstan-38,178-diol ¡ 0,10

Epitestosterona 0,10

178-estradiol < 0,01

Estrona 1 < 0,01

Estrio] <0,01

Progesterona 3,74

Cortisol 0,05
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CUADRO V. REACCIONESCRUZADAS DEL ANTICUERPO ANTI-TRENBOLONA

ESTEROIDE REACCIONCRUZADA (%)

1713-trenbolona 100,00

17a-trenbolona 42,00

19-nortestosterona 5,00

Testosterona < 0,01

Progesterona < 0,01

1713-estradiol < 0,01

17a-estradiol < 0,01

Pregnenolona < 0,01

Estrona < 0,01

Cortisol < 0,01

Hidroxiprogestrona < 0,01

Corticosterona < 0,01

Zeranol < 0,01

Hexoestrol < 0,01

Dietilestilbestrol < 0,01

Dienoestrol < 0,01

Androsterona < 0,01

Estriol < 0,01
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CUADRO VI. REACCIONES CRUZADAS DEL ANTICUERPO

ANTI-TRI-IODOTIRONINA

ESTEROIDE REACCION CRUZADA (%)

L-tri-iodotironina 100,00

D-tri-iodotironina 101,00

L-tiroxina 0,06

D-tiroxina 0,12

Acido tri-iodotiroacético 62,9

Acido tetra-iodotiroacético < 0,25

3-mono-iodo-L-tiroxina < 0,06

3,5-di-iodo-L-tiroxina c 0,06
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CUADRO VIL REACCIONES CRUZADAS DEL ANTICUERPO ANTI-TIROXINA

ESTEROIDE REACCION CRUZADA (%)

L-tiroxina 100,00

1)-tiroxina 100,00

L-tri-iodotironina 3,50

D-tri-iodotironina 2,90

Acido tetra-iodotiroacético 20,00

3,5-di-iodo-L-tiroxina < 0,10

3-mono-iodo-L-tiroxina < 0,10
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CUADRO VIII. REACCIONES CRUZADAS DEL ANTICUERPO

ANTI-HORMONA ESTIMULANTE DE LA TIROIDES

ESTEROIDE REACCION CRUZADA (%)

TSH 100,00

13-TSH 100,00

HCG <0,01

LH < 0,01

FSH < 0,01

L-tiroxina <0,02

D-tiroxina <0,02

L-tri-iodotironina < 0,02

D-tri-iodotironina < 0,02

3-mono-iodo-L-tiroxina c 0,02

3,5-di-iodo-L-tiroxina < 0,02
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Tabla 1. Pesos (±E.S.M.) de los animales (kg).

Machos

Controles

Machos

Tratados

Hembras

Controles

Hembras

Tratados

Peso Inicial 38420 ±5,06 867,80 ±8,80 840,40 ±5,15 342,70 ±5,24

Peso tIna! 402,86 ±7,24 478,79 ±12,1 410,58 ±8,29 447,49 ±9,66
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Tabla 2. Concentraciones de trenbolona (ng/mi).

o horas
2 horas
8 horas
idía
2 días
3 días
4 días
5 días
6 días
7 días
8 días
9 días
10 días
12 días
14 días

Machos
0,00
0,00
0,71
0,85
2,05
0,95
1,08
2,97
0,70
0,33
0,37
0,70
0,39
0,07
0,00

±0,00
±0,00
±0,05
±0,17
+ 046
±0,14
±0,18
±0,64
±0,04
±0,04
±0,02
±0,56
±0,01
±0,02
±0,00

0,00
0,00
0,66
2,75
1,86
1,13

0,97
1,33
0,58
1,58
0,55
0,29
0,30
0,10
0,00 +

+ 000
+ 000
+ 009
+ 058
+ 027
~015
4-017
~015
+010
~015
+ 002
+ 005
+ 005
+ 003

0,00

Hembras
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Tabla 3. Concentraciones de progesterona (ng/mi)
en hembras.

Controles
565 ±054

5,39 ±0,32

5,84 ±0,38

5,93 ±0,26
643± 0,54

5,78 ±0,47

5,12 ±0,31
4,13± 0,22
3,55±0,18

222 ±0,09
1,05±0,07

0,98 ±0106
1,22 ±0,10

1,65± 0,12

3,15±0,24
4,84 ±0,18

5,96 ±0,31

5,84 ±0,45

5,65 ±0,42
2,18± 0,21

1,35±0,15

4,84 ±0,26

4,28 ±0,33
5,97 ±0,48
1,13±0,07

Tratados
5,31 ±0,46
5,48 ±0,48

5,65 ±0,39

2,43 ±0,23

1,64±0,14

1,75±0,18
184 ±0,09
1,13±0,15

2,15±0,16

1,03±0,32
2,13± 0,27

1,14±0,07

1,89±0,08

2,14 ±0,12
2,15±0,16
1,64±0,32

1,89±0,12

1,59±0,08

1,68±0,04

2,33± 0,11

1,98±0,07

2,89± 0,16
3,55 ±0,31
4,15± 0,49

2,14± 0,36

o horas

2 horas
8 horas
Idia
2 días
3 días
4 días
5 días
6 días
7 días

8 días
9 días

10 días

12 días

14 días
16 días
18 días

20 días

24 días
28 días

32 días

36 días
40 días
45 días

50 días
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Tabla 4u Concentraciones de 1 7(3-estradiol
(pg/ml) en maohos~

Controles
2,13 ±0,22
1,95±0,07
2,30 ±0,08
2,01 ±0,10
2,49 ±0,08

2,55 ±0,01

2,38 ±0,07

2,47 ±0,24
2,05±0,10
2,14±0,30
2,37 ±0,21
2,66 +0 18
3,19 ±0,22

3,44 ±0,27
2,78 ±0,25
3,06 ±0,05
3,68±0,10
4,18±0,07
5,01 ±0,10
2,23 ±0,09
2,51 ±0,09
3,01 ±0,09
3,44 ±0,40
3,18±0,15
2,75 ±0,28

Tratados
2,14±0,81
3,60 • 085

3,67 ±0,71

3,73 ±0,96
3,88 ±0,58
3,90 ±0,63

4,31 ±0,77

3,97 ±0,59
3,11 ±0,30

3,89 ±0,76
2,54±0,11
2,64 -~- 008
3,08 ±0,27

3,23 ±0,39

3,29±0,18
4,23 ±0,48
4,07 ±0,30

4,54 ±0,20

5,28 ±0,33
2,95±0,18
3,75 ±0,37

3,48±0,15

3,92 ±0,13

3,37 ±0,22
3,88±0,12

O horas
2 horas
8 horas
idia
2 días
3 días
4 días
5 días
6 días

7 días
Odias

9 días
10 días

12 días

14 días
16 días

18 días

20 días

24 días
28 días
32 días
36 días

40 días
45 días
50 días
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Tabla 5. Concentraciones de 1 713-estradiol
(pg/mI) en hembras.

o horas
2 horas

8 horas
1 día
2 días
3 días
4 días

5 días
6 días

7 días
adías

¡ 9dlaa
10 días
12 días

14 días
16 dÍas

18 días

20 días
24 días
28 días

32 días
36 días
40 días

45 días
SO días

Controles
2,88 ±0,43
2,64 ±0,20
2,03 ±0,29
2,85 ±0,25
2,29 ±0,33
2,97±0,17
2,95±0,15
3,05±0,10
3,30 ±0,01
2,80±0,15
4,65 ±0,44
6,98 ±0,36
3,88±0,14

325 ±0,12
1,76±0,18
1,52±0,04

1,55±0,10
1,59±0,08
1,84±0,09
1,85± 0,23

2,24 ±0,03

2,25±0,11
3,95 ±0,34
2,45 ±0,37
3,89 ±0,21

Tratados
3,27±
4,55 ±
4,49 ±
4,65 ±
4,74 ±
4,83 ±
4,81 ±
4,79 ±
4.45 ±
4,76 ±
4,86 ±
5,24 ±
4,89 ±
3,80 ±
3,20 ±
2,85 ±
2,60 ±
2,85 ±
3,38 ±
3,29 ±
3,24 ±
4,40 ±
6,97 ±
7,94 ±
8,52 ±

062
0,89

0,78
0,67
0,85
0,82
0,79
0,67
0,79
0,72
0,24
0,31
0,43
0,20
0,45
0,21
0,22
0,10
0,28
0,22
0,31
0,44
0,33
0,31
0,38
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Tabla 6. Concentraciones de testosterona (ng/mi)
en machos.
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Tabla 7. Concentraciones de testosterona (ng/mi)
en hembras.

Controles Tratados
O horas 2,92 ±0,38 3,12 ±0,38
2 horas 3,48 ±0,51 3,63 ±Q45
8horas 2,02±0,40 4,17±070
1 día 2,26 ±0,37 2,73 ±0,32
2 días 3,02 ±0,69 3,78 ±0,45
adías 3,25±0,21 3,42±0,53
4dias 3,12 ±0,26 3,30 ±0,48
5 días 2,38±0,41 3,09± 0,49
adías 2,58±0,19 3,12±0,48

7 días 3,05 ±0,40 3,48 ±0,54
adías 2,92±0,08 4,04±0,40
9 días 3,07±0,23 3,84±0,37
lOdias 4,13±0,17 3,64±0,38
l2días 3,17±0,32 3,48±0,39
l4dIas 4,21 ±0,58 4,39±0,42
16 días 5,06 ±0,76 7,91 ±0,96
18 días 5,26±0,63 7,03 ±0,71
20 días 4,71 ±0,39 6,52 ±0,77
24dIas 4,10±0,15 5,82±0,78
28 días 3,63 ±0,17 3,91 ±0,40
32 días 2,76±0,16 3,81 ±0,21
SOdias 3,34± 0,23 4,40± 0,41
40 días 3,62 ±0,39 3,66 ±0,29
45 días 3,15±0,08 4,46±0,44
50 días 2,78 ±0,16 3,52 ±0,33
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Tabla 8, Concentraciones de cortisol (ng/mi)
en machos.

Controles
3,73 ±0,42
3,34 ±0,76
3,28 ±0,46
3,47 ±0,03
3 13 + 0,46

3,44 ±0,53
4,03±1,10
1,74±0,37
1,18±0,12
2,30 ±0,62
4,07 ±0,24
4,23 ±0,57
3,20 ±0,21
1,74±0,04
2,41 ±0,24
1,27±0,11
1,51 ±0,23
1,56 ±0,12
1,18±0,17

1 53 + 0,18

2,23±0,18

2,87 ±0,54
4,85 ±0,02
5,24 ±0,78
4,02 ±0,71

Tratados
3,59 ±0,36
3,12±0,54
3,60 ±0,52
837 ±2,19

12,43±4,52
9,73 ±3,21
8,52±1,24
8,38 ±2,36
7,67 ±2,47
9,88±3,12
5,25 ±0,78
5,91 ±0,13
3,15±0,43
1,48±0,19
2,52 ±0,27
1,72±0,08
1,03±0,24

1,23±0,02

1,58±0,07
2,55±0,14
3,45 ±0,52
2,27±0,14
4,19 ±0,20
3,99 ±0,56
4,87 ±0,28

0 horas
2 horas
8 horas
Idía
2 dfas
adías
4 días
5 días
adías
7 días
edías
9 días
10 días
12 días

14 días
16 dIn
18 días
20 días

24 días
28 días
32 días
36 días
40 días
45 días
SO días J
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Tabla 9. Concentraciones de cortisol (ng/mi)
en hembras.

Controles

5,03 ±0,34
7,14±0,22
3,49 ±0,35
4,77 ±0,45
4,59 ±0,87
3,29 ±0,38

2,96±0,44
1,97±0,16
2,60 ±0,43
2,87 ±0,48
6,71 ±0,08

5,94 ±0,55
5,57 ±0,49
1 43 + 0,38
0,97±0,17
4,06 ±0,08
4 18 + 0,74
310 + 0,80
1,77±0,11
3,31 ±1,70
1,69±0,29
2,12 ±0,18
7,42 ±0,41
7,34 ±0,86
5,11 ±0,87

Tratados
6,68 ±2,74

10,12 ±5,40

12,01 ±2,10
10,12±1,87
11,31 ±5,10
12,52±6,54
10,34± 3,63
9,77±1,28
8,68± 1,76
9,93±1,61

12,00±2,58
8,41 ±1,72
3,84 ±0,43
2,14±0,30
2,45 ±0,72
4,38 ±0,50
~54 ±0,18
3,26 ±0,27
1,51 ±0309
1,21 ±0,15
2,20 ±0,40
2,27±0,45
9,92±1,59

10,89±1,76

8,53 ±0,83

O horas
2 horas
8 horas
1 día
2 días
3 días
4 días
5 días
o días
7 días
e días
Odias
10 días
12 días

14 días
16 días

18 días
20 días

24 días
28 días
32 días

36 días
40 días

45 días
50 días
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Tabla 10. Concentraciones de tri-iodotironína
(T3) (ng/mi) en machos.

Controles
2,01
2,21
2,27
2,21
2,24
2,42
2,41
2,56
2,56
2,72
1,79
2,08
3,13
2,35
2,62
3,28
3,10
2,96
3,38
2,72
1,79
1,95
1,82
2,22
2,23

±0,15
±0,13
±0,08
±0,17
±0,13
±0,11
±0,1
±0,06
±0,13
±0,12
±0,14
±0,13
±0,22
±0,09
±0,13
±0,14
±0,05
±0,16
±0,09
±0,20
±0,11
±0,21
±0,08
±0,16
±0,14

Tratados
2 14
3,70
3,67
3,73
3,96
4,00
4,31
3,97
3,89
3,11
2,64
2,54
3,08
3,23
3,29
4,07
423
4,54
6,26

3,95
3,75
3,48
3,22
3,37
3,88

±0,61
±0,85
±0,71

±0,96
±0,58
±0,63
±0,77
±0,59
±0,30
±0,76
±0,11
±0,08
±0,27
±0,39

±0,16
±0,48
±0,30
±0,20
±0,33
±0,18

±0,37

±0,15
±0,13
±0,22
±0,12

o horas
2 horas
8 horas
1 día
2 días
3 días
4 días
5 días
6 días
7 días
8 días
Odias
10 días
12 días
14 días
16 días

18 días

20 días
24 días

28 días
32 días

36 días
40 días
45 días
50 días
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Tabla 11. Concentraciones de tri-¡odotironina
(TS) (ng/mi) en hembras.

Contmles
2,01 ±0,09
2,07±0,10
2,06 ±0,11
1,88 ±0,11
1,85±0,05
1,79±0,08
2,22±0,11
2,14 ±0,11
2,12 ±0,02
1,98 ±0,26
1,86±007
1,78±0,14
2,07 ±0,06
1,97±0,04
1,94 ±0,11
2,43±0,10
2,52 ±0,13
2,55 ±0,10
3,23 ±0,21
1,85±0,07
1958±0,16
2,01 ±0,01
1,86±0,16
2,04 ±0,06
1,76 ±0118

Tratados
2,12±0,16

2,37±0,18
2,34±0,10
2,17 ±0,25
2,10±0,19
2,33 ±0,16
2,33 ±0,22
2,38 ±0,23

Z21 ±0,17
2,35±0,15
1,86±0,08
1,89±0,08

1,85±0,09
2,36±0,13
1,79±0,07
2,30±0,14
2,62 ±0,18
2,97±0,11

3,17±0,18
1,73±0,12
1,86±0,15
2,18 + 011
1,93±0,08
1,78±0,09
1,80±0.09

o horas
2 horas
8 horas
Idía
2 dÍas
3 días
4 días
5 días
6 días
7 días

8 días
Odias
10 días
12 dIn
14 días

16 din
18 días
20 din

24 días
28 días

32 días
36 días
40 días
45 días
50 días
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Tabla 12. Concentraciones de tiroxina (T4)
(pg/dI) en machos.
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Tabla 13. Concentraciones de tiroxina (14)
<pg/dl) en hembras.

Controles
0,27
8,48

7,45
9154

5,94
9,42
8,18

11,51
9,44
8,64
8,11
7,30

5,75
8,87

14,06
14,43
9,57

10,66

1 2~63
12,87

11,44

10,87

8,61

7,55
6,82

±0,44
±0,73
±0,93

±0,88
±0,20
±0,78
±0,81
±0,46
±0,86
±0,41
±0,48
±0,89
±0,05
±0,70
±0,54
±0,77
±0,68
±0,61
±0,56
±0,23
±0,67
±0,38
±1,31
±0,57
±0,81

Tratados
9,09 ±0,61
8,38 ±0,67
8,08 ±0,31
8,59 ±0,53
5,99 ±0,78
7,60 ±0,46
7,65 ±0,55

9,59 ±0,68
7,43 ±0,33
8,95 ±0,42
8,42 ±0,28
7,11 ±0,38
5,19±0,57
7,22 ±0,23

13,94±0,86
12,08±0,75
10,03±0,77
11,53±0,78
11,41 ±0,23
12,90±0,80
12,57±0,31

11,77±0,16
7,68±0,16
8,06 ±0,37
8,36 ±0,43

o horas
2 horas
8 horas
1 día
2 dfas
3 días
4 días
5 días
6 días

7 días
8 días
O días
10 días
12 días

14 días
16 días
18 días
20 días
24 días
28 días
32 días
36 días
40 días
45 días
50 días
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Tabla 14. Concentraciones de hormona estimulante
de la tiroides (TSH) Q¿U/mI> en machos.

¡ Ohoras
2 horas
8horas

¡ Idia
2 días
3 días
4 días
5 días

¡ Odias

7 días
¡ adías

9días
10 días
12 días

14 días
¡ 16dm

18 días

20 días
24 días
28 dÍas
32 días
36 días
40 días
45 días
50 días j

Controles
141 ±0,01
1,49 ±0,05
1,35±0,01
1136±0,02

1,36±0,01

1,28±0,03
1,33±0301
1,03±0,01
1314±0,35
0,88~ 021
1,33±0,01
1,54±0,14
1,37±0,01
1,05 ±0,01
0,81 ±0,40
0,06 ±0,01
0,07 ±0,01
0,05 ±0,01
0,04 ±0,01
0,22 ±0,02
0,23 ±0,01
0,25 ±0,02
1,34±0,01
1,37 ±0,02
1,45 ±0,04

Tratados
1354±0,19
1,61 ~021
1,78±0,23
1,81 ±0,12
1,98±0,23
1,86 + 025
1,78±0,23
2,16±0,50
2,05 ±0,54
1,62 + 039
1,71 ±0311
1,72±0,06
1,77±0,16
1,80±0,46

1,72±0,22
1,42±0,34
1,61 •044
1,82±0,46
1,89±0,83
1,38±0,47

1,57±0,54
1,48±0,43
1,89±0,19
1,91 ±0118
1,62 + 005
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Tabla 15, Concentraciones de hormona estimulante
de la tiroides (TSH) QiU/ml) en hembras.
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DISCUSION



El diseño de laexperimentaciónse llevó a cabo de acuerdo conel análisis

estadfsticoque se iba arealizar (BMDP) siguiendo las directrices del Sistema

Informático de Somosaguasde la UniversidadComplutensede Madrid (UCM), con

el fin de poder obtenerunosresultadosestadfsticamentemanejables,paralo cual se

planificó cuidadosamente laelecciónde cada variablebiológica. Ya se haseñalado,

enel capftulode materialy métodos,la formaen la que sehanelegidoestasvariables

biológicas;sinembargo,nospareceimportante recordar de nuevoesteproceso,ya que

a lo largode estecapftuío,discutiremoslos alteriosenlosquenoshemosbasadopara

la planificacióny el desarrollode nuestraexperimentación.

Las variablesbiológicasutilizadas,fueron:

a1 Número deanimal

Horao día de latoma de muestra.

3• Perfiles hormonales de:cortisol (C), 1713-estradiol (E2), progesterona

(P4), testosterona(1’), trenbolona, tri-iodotironina(T3), tiroxina (Tj,

hormona estimulantede la tiroides (TSH).

Grupo animal: tratados otestigos.

Sexo.

Pesoinicial

Peso final
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Criterios deselecciónde lanoblación estudiada

La población fue seleccionadaal azar, pero siguiendo unos criterios

determinados.

Enprimer lugar, setuvo encuentala estirpeeligiendo Limousinex Charoles.

Los diferentes autoresconsultados utilizanotras razasde aptitud cárnica(Heitzman

y Harwood,1977; Heitzmanet al 1979; Peterset aL 1984; Leeet al, 1990;Huntet al

1991; Ainslie a aL 1992)pero nosotroscrehnas oportunoutilizar ésta, dado la gran

difusión que estecruce tiene en nuestropaís; debido a su gran capacidad de

adaptación, asícomo, su gran especializacióncárnica,su gran desarrollomuscular,

ligereza de piely escasopesoóseo,proporcionandoelevadosrendimientosy ésto,

juntoconsuvelocidaddecrecimiento,permiteobtenerternerosprecoces.Los machos

son excelentessementales, utilizadosparael cruce industrial y parala potenciación

de la producciónde carne. Porlascaracterísticasanteriormenteexpuestasy teniendo

en cuentala expansiónreciente que está experimentandoeste cruce en España

(Lamo. 1990),podemosconcluir diciendoqueestecrucepresentaunexcelentefuturo.

La edado, másconcretamente,el peso,comoun factor de influenciadecisiva,

setuvo encuentaen nuestroestudio;y el queestosanimaleshubieranalcanzado la

pubertadya que está demostrado queel uso de los anabolizantesretrasala edad de

la pubertadlo que nos podríainfluir a la hora de la determinación delos perfiles

hormonalesentreel grupocontroly tratado.Morana aL (1990)estudiaronlosefectos

de los implantes deacetatode trenbolona,sobre la fertilidad y reproducción de

ternerasHerefordx Frisian, concluyendoquelos agentes anabolizantes demoran la

pubertad,aunquelos animalesalcanzaban ésta con máspeso, pero también con

mayor edad. Así niisnio se incrementanla incidencia de estros no ovulatorios,

provocandounretrocesoenel desarrollo del tractoreproductivode la hembra,cuando

se adminisíraa ternerashacialos 84 días de edad. Todoello nos llevó a utilizar

animalespúberesy en las hembras serealizó unasincronizacióndel celoprevia,para

quetodasellas seencontraranen el mismo estadiodel ciclo estral.
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En segundolugar, sedispusode una población control, con las mismas

características,alojadasbajo lasmismascondicionesy recibiendo,por tanto, idéntico

manejoy alimentaciónparafavorecerla homogeneidad delos resultadosy que éstos

pudieranser representativos delasconcentracioneshormonales deéstas,con la única

diferenciade que a estosanimalesseleccionadosno se les aplicó ningún tipo de

tratamientohormonal,factordeterminanteparalosresultados de nuestroexperimento.

Se comprobó, además,el estadosanitariode los animalesanalizados,para

asegurarque ésteerael adecuado.

Elección de la técnicaanalítica

La elecciónde la técnicaanalíticaque sevayaa utilizar debe realizarse con

sumocuidado,puestoque de ella va adependerquelos resultadosdenuestro estudio

seanrealmenteválidosy alcancenlos objetivospropuestos.

Existeunagranvariedadde técnicasdeanálisisde hormonas;sin embargo, el

desarrollo de lastécnicasinmunológicas,desdehace aproximadamente unas tres

décadas,causóuna verdaderarevolución dentro delmundo de la endocrinologla

(Blake y Gould, 1984),por lo quesu utilizaciónparala determinaciónde hormonas

es cadavez mayor, en todoel mundo, quizás debido a sus característicasque les

confierengrandes ventajas sobre otrastécnicasanalíticastradicionales.

Dentrode las técnicasinmunológicasel radioinmunoánalisis(RIP.) hasido la

estrella,desde que en1969Abrahamdesarrollasesu ensayoparael 1713-estradiol.Sin

embargo,esta técnica posee una seriede gravesinconvenientes:la cortavida media

de susreactivos,el pequeño númerode isótoposque sepuedenusaren lapráctica,

la realización de esta técnicaentrañariesgosreales sobre la salud; además,la

radiación puedecausar dañose incluso la destrucciónde las moléculasde las

hormonas marcadas; la automatizaciónde la técnica esdifícil debido a sus
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características;la infraestructuray el equipamiento,necesariosparadesarrollareste

método noestánal alcance detodos los laboratoriosy se necesita un personal

Altamente cualificado, y por último, el uso, destruccióny eliminación del material

radiactivo,estásujeto,generalmente,aunasmedidasde seguridadmuy estrictasy a

unainfraestructurade la queno todos los laboratoriospuedendisponer(Schuursy

Van Weemen,1980; Riad-Faihmya al, 1981; Blake y Gould, 1984; Tijssen, 1985:

Munro y Lasley, 1988).

Todos estosinconvenienteshan dadolugar, en las dos últimas décadas,al

desarrollodeunaserie de técnicasinmunológicas,no isotópicas,paradeterminaciones

hormonales,sustituyendolos isótoposradiactivospor otrassustanciasmarcadoras; de

tal manera, quelas técnicasresultantes reúnen todaslas ventajasdel RIP., evitando

susgrandesinconvenientes,sobre la utilización de la radiactividad.De entretodas

ellas, los enzimoinmunoanálisis (EIA)hicieronsu aparicióna principios de la década

de los setenta(Van Weemeny Schuurs, 1972) y han constituido la más clara

alternativaal RIP.,al poseerunaseriedeventajas:sensibilidad,detectabilidad,rapidez

y especificidadmuy elevadas,no siendonecesariorealizarun tratamientoprevio de

la muestrao, en el casode que se realice,no escomplicado.La reproductibilidades

grandey la evaluación objetiva.Es realizable bajocondicionesde campo.No existe

el peligro deradiaciones.La versatilidadde los análisispuedeser significativamente

incrementada,debidoala gran variedad deenzimasy a suspropiedadesespecificas.

El costede los reactivoses razonablementeeconómicoy conunavida medialarga,

así como elequipamientorequerido es relativamentebaratoy no necesita un personal

Altamente cualificadoparala realizaciónde estastécnicas(Tijssen, 1985; Munro y

Lasley, 1988).

A todo lo anteriorhay que añadirque, desdesu aparición,estosmétodosno

sólo se han utilizado en investigación,sino que han sido enfocadoshacia el

diagnóstico práctico,lo que hace que laaplicacióndeestastécnicasenendocrinologla

veterinariaseamuy interesante(Schuursy Van Weemen,1980).
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Una vez evaluadas y comparadas las característicasde los métodos

inmunológicosde análisis hormonal, isotópicosy no isotópicos,nos decidimospor

estosúltimos, puestoque eranidóneospara nuestrainfraestructura,ademásde la

posibilidad de adaptarlospara pruebas decampo que nos pareció de suma

importancia.De entretodosellos elegimosel ELISA (Enzymelinkedimmunosorbent

assay)decompetición,enmicroplaca,por ser la más utilizadaparala determinación

de hormonas, que posean un peso molecularmuy bajo y no puedanunirsea dos

anticuerposa la ve; como ocurre conlas técnicasde tipo Sandwich (Munro y

Stabenfeldt,1984).Estatécnica hasidoempleadaparala determinación de todo tipo

dehormonasendiversosfluidos biológicoscomoplasma,suero,saliva,y orina(Dray

et al, 1975; Saueret al., 1981)y liquido folicular (Silván, 1991).

La eleccióndel método ELISA estádeterminadaprincipalmenteporel método

de separación delas fraccionesunidaal anticuerpo/librey por elusode lahomología

o heterologla.La separaciónde ambasfraccioneses necesariadespuésde lareacción

inmunológica,con el fin de detectary cuantificarla hormonasin marcar.

Schuursy Van Weemen(1980) recomiendandeterminarla hormona en la

fracciónunidapor variasrazones:las sustanciasde la muestra que interfieren enel

ensayose eliminanfácilmente,la reacción enzimáticase puede llevar a cabo enlas

condicionesóptimas y, por último, no requiereuna purificación tan estricta del

conjugado,asíque, si existe enzimasin conjugar,al ser eliminada,éstano modifica

los resultados.

En la primeraetapadel ensayo,unacantidadfija y limitada de anticuerpose

fija a la parte sólida. En anticuerpo queno haya reaccionado seelimina en el

posteriorlavado.Después,se añadeunamezclade muestra problema, o estándar,y

el conjugadohormona-enzima.Consucesivoslavados,seelimina la fracciónlibre y la

enzimaresidual, sin conjugar.Finalmente,la fracciónunidamarcada sedetermina

mediantela adición del sustratoy la lectura de laabsorbanciadel color desarrollado.
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En cuantoal tipo de análisis,se hautilizado cl métodohomólogo,frente al

heterólogo.En la elecciónde uno u otro métodoexisteuna grancontroversiaentre

los autores.Los partidarios delmétodoheterólogo (Van Weemeny Schuurs,1975,

1976; Abuknesha yExley, 1978; Van deWiel y Koops,1982; 1986; Saueret aL, 1986)

argumentan que aumenta lasensibilidadde las técnicas deanálisis.Esto es debido a

queel enlace que une la hormonay la enzimano es reconocidoantigénicainentepor

el anticuerpo,luego la afinidadde éste por la hormonalibrey conjugadaessimilar,

favoreciendo lareacciónde competiciónentreambas.Por elcontrario,otros autores

(Dray aal,1975; Tateishíaal, 1977; Maurela al, 1985; Marcusy Durnford, 1986)

señalanque la sensibilidadobtenida enlos ensayoshomólogosy heterólogos es la

mismay que, paradisminuir la afinidad del anticuerpopor el derivado hormonal,

unido a laenzima,se debe aumentar ladilución del anticuerpo enel ensayo,asíque,

con el mismovolumen de anticuerpo sepuedenrealizar másensayos.

Como se puedededucir,el problemasigueaúnsin resolversedel todo, por lo

que en nuestrocaso,seutilizó el métodohomólogopor ladisponibilidadde obtener

comercialmentederivadosesteroides(parautilizarlos comoinmunógenoso en el

conjugadoenzimático),al carecer de lainfraestructuranecesariapara realizar,en

nuestro laboratorio, lasíntesisde nuevosderivados esteroides.

En cuanto a la fasesólida, se eligió la microplaca,debido a que como el

anticuerpoestá unidoa ella, la separaciónentre las fraccioneslibre y unida se

consiguefácilmente mediante unvolcado y varios lavadosconsecutivos.Además,

varios autoresseñalanque se consigueaumentarla repetibilidad de latécnica,en

comparacióncon otrasfasessólidas(Burrelsy Dawson,1982; Wimpy et aL, 1986).

Los anticuerpos seadhierena la fasesólida segúnel método propuesto por

CoIl (1988)quediluye los anticuerpos en agua purificada (pH= 7), a 37~Cdurante

16 horas. Esta observacióntambién se puederealizar con una solución tampón

carbonato-bicarbonatode pH= 9,6 durante16 horas a40C (Van de Wiel y Koops,

1982; 1986;Munro y Stabenfeldt,1984; Munro y Lasley, 1988)o con tampónacetato

de pH= 4-5 (Sauera aL, 1982; Marcusy Durnford, 1986). Con el método deColí
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(1988)se reducesignificativamenteel colorinespecíficodefondoy se ha obtenido un

incremento en larepetibilidadde la técnica.

La dilución del anticuerpo que seutilizó fue de 0,5-1 sgpor pocillo (Van de

Wiel y Koops, 1986),enun volumende 100 »l porpocillo. Estacantidad essuficiente

paratapizar toda lasuperficiedelpocillo.

La adsorcióninespecificadel conjugadoenzimáticoseimpide añadiendouna

solución tampónfosfato 0,01 M, con 0,1% de BSA (AlbúminaSéricaBovina), en la

reacciónde competición.

El tiempo que se emplea enel tapizadode la placa,con ladilución de las

muestras en elconjugado,no superólos ocho minutos.Esto favorece la repetibilidad

y la igualdad delos valores deabsorbanciaentre la filas E0S y E0E, (Munro y

Stabenfeldt,1984).

La reacción de competiciónse llevó a cabo a 20 ± 3~C, en la oscuridad,

durante2horasy evitandotemperaturassuperioresa24~C,ya que encasocontrario,

estas temperaturasprovocaríanuna disminución de los valores deabsorbancia,

incrementándoseartificialmentelos valoresde concentración (Zarco,1988).

Para lareacción enzimáticase empleóperóxido de hidrógeno(H202) como

sustratoy ortofenilén-dianiinadilhidroclorhidrato (OPD) como cromógeno,que al

reaccionar con la enzimadelconjugado(peroxidasade rábanopicante)produceuna

coloraciónvisible y establedurantehoras. Estareacción se realizó atemperatura

ambiente(siempre dentrode losmárgenes antes señalados)y en laoscuridad,durante

unahora.A continuación,seprocedióa la lecturade la absorbanciasegúnel color,

enel lectorautomático ELISA quelo realiza endiezsegundos.Gracias a estarapidez,

las variacionesentreel primer y último pocillo no son significativaslo que hace

innecesarioel frenado de lareacción.
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Dadala gran experiencia,queen nuestrodepartamentotenemos en el ELISA

decompetición(Silvan 1991;Blass1992;Esteban1992).Adoptamos esta técnica con

lasmodificacionesoportunas,parala determinación detrenbolonaa nivel sanguíneo,

aunqueutilizamos,además,otra técnica la cromatografíalíquida de alta resolución

(HPLC).

Con ello seconsiguióun objetivo muy importante: lavalidaciónde nuestra

técnicade análisishormonaldeTBA en el plasma de laespecie bovina,puestoque

los valores obtenidoscoincidían conlos de otros autores(Schopperet al, 1983) y

aunque, en unprincipio, empezamosautilizarel Kit comercial(LaboratoriosRandox),

intentamos variar esta técnica paraobtenermejores resultados.En primer lugar,

modificamosla dilución delanticuerpo,consiguiendoalcanzarunadiluciónde trabajo

de 1/1000,con lo que seaprovechamuchísimomásel anticuerpocomercial,asícomo

la incubacióndel mismo;la cual serealizó a 370C durante18 horasen laoscuridad,

obteniendouna mejor adsorcióndel anticuerpo a la fasesólida (pocillo de la

microplaca).En segundolugar, modificamosla mezclautilizadaparala reacciónde

competición,en lacual añadimos50 sI de lasolución buifer ELISA y 50 ¿¿1 de la

mezcla queestabacompuestapor la muestra aanalizar,diluida en la soluciónde

conjugado,con estamodificaciónse obtiene unmayoraprovechamiento delconjugado,

unamayorreaccióndecompeticiónentrela hormona marcaday sinmarcary el poder

disponerde másmuestraparaotrasdeterminaciones,ya que se reduceala mitad la

cantidad que se necesita de lamisma.

Todolo citado anteriormente,nos llevó a la conclusiónque lasmodificaciones

realizadasen el ELISA paratrenbolonamejorannotablementesu sensibilidad,así

como,un factormuy importantecomoes eleconómicoya que de un Xlicomercial

podemos realizar, envezde una solaplaca,hastacuatro, conel ahorroeconómicoque

estolleva consigo.

La cromatografíalíquida de altaresoluciónestáconsiderada,en laactualidad,

como unpotenteinstrumentoutilizable en el análisis de una amplia variedad de

muestras.No obstante, uno delos inconvenientesque frecuentemente seobservaes
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unainadecuadaselectividady una sensibilidadlimitada enel procesode detección,

particularmentecuando sepretendedeterminarcompuestos-traza,en matrices

complejas,talescomofluidos biológicaso en el control de contaminaciónambiental.

La sensibilidadque obtuvimoscromatográficamentefue baja (12 ng/mI), en

comparacióncon laobtenidaa travésdel ELISA decompetición,validado en nuestro

Departamento(0,25 ng/mI). La bajasensibilidadobtenida por HPLCpara TBA,

coincide con lo descrito por Jouqueyet aL (1983) sobre el HPLC y su escasa

sensibilidadparadetectardicho anabolizante en el suero, asícomo,la dificultadque

entrañala utilización dedicha técnicaanalíticaen lacuantificación,ya quepueden

existir otrassustanciasque absorbanala mismalongitud de onda que latrenholona.

En el capítulo de resultados seexpresa el limite de detecciónpara la

trenbolonapor HPLC, que fue dc12 ng/ml deunasoluciónestándarque contenía

distintas dilucionesde trenbolona.Como se puedeapreciaren la tabla2, tanto en

machoscomo en hembrasen ningunode los casosla concentración máxima o más

alta analizadafue de 3,5 ng/ml obteniendoun máximovalorparalas hembrasa los

3 dfasde la experimentaciónde 2,75 ± 0,58ng/mI, por lo queno pudimosanalizar

muestrasde plasmasanguíneo,de nuestraexperimentaciónpor HPLC, ya que esta

técnica,por ahora,no eslo suficientementesensibleparaello.

A todo lo anteriorviene a sumarseun factoreconómico,ya queno estáal

alcance detodos los laboratoriosefectuaruna inversión tan elevadapara poder

adquirir todos los aparatos yreactivosnecesariosparael HPLC.

Otradificultad, con la quecontábamos,erala de la preparacióny purificación

de la muestrade sangre,dadoque serequiereun complejoprocesamientoantes de

ser introducida enel cromatógrafo.Estapurificación, ala vistade laaltasensibilidad

dadapor el ELISA, se mostró innecesaria.Por todoello, podemosconcluir que el

ELISA, modificadoen nuestrolaboratorio,resultaun método más acertadoparala

detección de TEA ensangre,queel HPLC. Además,decaraa la prácticaveterinaria

en mataderos,el ELISA presentados clarasventajas:
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- La obtención de la muestraparala detección de TEA en sangre es más

asequiblequela obtención deorina(donde se suelerealizarla técnica

HPLC), dado queno serequieresondara la res.

- El ELISA esun método más rápido (4horas)queel HPLC (24 horas).

Estasdos ventajas,junto a su sencillezy economía,hacen del ELISA de

competiciónun método idóneoparasu aplicaciónen la práctica veterinaria.

Los resultadosde estosanálisisse encuentranreflejadosen las gráficas, estos

nosindicaron quenuestra técnicaeraperfectamenteválida,parala determinación de

las hormonas esteroides asícomode las tiroideas.La validaciónde esta técnica de

análisis hormonal en plasma de esta especie fue realizadapor Silván (1992)

coincidiendolos valorescon los de otros autores, usandoRIA y ELA como técnicas

deanálisis(Garvericka aL,1971;Schamsa al., 1977; Dobson,1978;Wisea aL, 1982;

Hansely Convey, 1983; Dobson e: al, 1986; Marcusy Durnford, 1988; Meyere: al.,

1990).

Resultadosobtenidos

Unavezestandarizadaslastécnicasdeanálisishormonal se procedió al estudio

estadísticode la poblaciónde hembras(control y tratados)y machos(control y

tratados).

En el Gráfico1 seencuentranreflejadaslas medias devariacionesdepeso,en

machosy hembras,encontradasentreel principio y el final de laexperimentación,

tanto en animales tratados como en controles. En la Tabla 1 se encuentran

representadoslos valores medios (media±E.S.M.)de los pesosde los animales(kg)

controles y tratados, al principio y al final -pasadoslos cincuenta días de la

experimentación-,pudiéndose observar que el pesoinicial de los machoscontrol

(384,20±5,06)y tratados(367, 80 ±8,36), asímismo de las hembras control(340,40

+ 5,15) y tratadas(342,70 ± 5,25) al principio de la experienciason similares.Se
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intentó quelos lotes delos animalesfueranlo máshomogéneosposibles,lo que se

demuestraen lapequeñadiferencia queexiste entrelos mismos,dependiendo desi

sonmachoso hembras,teniendo en cuenta quelos machostienenun mayorpesoque

las hembrasparaunamisma edad, ya queel desarrollamusculares más acusado en

los primeros,coincidiendocon el quedeberíantenerparaesa edad.

Observamosunadiferencia notable enlasvariacionesdepesos (kg),tanto en

machoscomoenhembras pasadosesoscincuentadías.Losmachostratados,presentan

unagananciade peso de105,99ldlogramosy los control de 78,16 kg, al final de la

experimentación,existiendo27,83kg dediferencia,valoresquerepresentanun28,81%

y 20,34%respectivamente de incremento depeso,lo queporcentualmenterepresenta

un aumento enlos machostratados alfinal de la experimentaciónde un 23,31%

respectoal pesoinicial de los machosutilizadoscomocontroles.

La diferencia depesoaún esmayor en las hembras,ya que llegaron adiferir

en 34,61 kg entretratados(104,79kg) y controles(70,18 kg)desde elprincipio y el

final del experimento.Porcentualmenteel incremento queexperimentanlas hembras

es de un3 1,46%,respectoal pesoinicial de las hembrascontrol.

El análisis estadísticode estosresultadosrevelauna diferenciasignificativa

entrecontrolesy tratadosde p < 0,05 en los machosy p< 0,01 paralas hembras.

Estos hallazgosconfirman los ya descritosen la literatura.Es conocida la

influenciaque ejerceel sexoo mas concretamenteel estatus hormonal delanimal,

sobre lavelocidadde crecimientoe Indices de conversión.Así los machos adultos

experimentan uncrecimientomás“rápido’ que los machosjóvenesy estosúltimos

más que las hembras jóvenes. Estos perfiles hormonales,pueden alterarse

exógenamente,por laadministracióndediferentesesteroidescon elfin deobtenerun

mayor rendimientodel animal. Burrise: aL (1953) estudiaronel incremento enla

gananciade peso en ganadovacunotras utilizar la hormonamasculina(testosterona),

llegandoa la conclusiónque se producía un11% de incremento en el peso delos

novillos y un 21% en el delas terneras. Heitzman y Chan(1974) analizaronel
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incremento de peso enlas terneras(Frisianx Ayrshire) con un único implante de300

mg deacetatode trenbalona,experimentandoun incremento del 23% frenteaun 16%

enlos animalescontrol. Van DerWal (1975) realizóunarevisiónsobre la utilización

de andrógenosy/o estrógenospara incrementar la produccióncárnica. (lialbraith

(1980)analizó el efecto que unúnico implante de300 mg de TBA ejercíasobre el

crecimiento de las terneras (Herefordx Frisian), siendo éste de un 23% en

comparación con ungrupocontrol al queno fue aplicadóningúntipo de tratamiento.

Henrickse: aL (1982)enternerascon laaplicaciónde un implante de300 mg TRA,

en unperíodode tiemposimilar al nuestro(62 días), obtiene unos incrementos de

pesodel 18%y del 15% en animalestratadosy control, respectivamente.

Por lo que serefiere a los machos;Heitzman et aL (1977) estudian el

incremento de pesa ennovillos con dos diferentes tratamientos, siendo este

incremento de un 20% enlos animalestratados conun implante de300mg de TBA

y enlos controles deun 16%, indicandoestosautores que lacombinacióndeTBA con

estrógenosmejorael rendimiento delanimal.Peterse:al (1984) vióel efectoque, 300

mg de TRA con 30 mg de hexoestrol, ejercía sobre novillos, obteniendounos

incrementos deun23% respecto a un17%enlosanimales controles.Leeel aL (1990>

con la combinaciónde 200 mg de TEA y 24 mg de estradiol ennovillos (Angusx

Brahaman),obteníaunosincrementosdel25%frente a un19%en aquellosanñnales

que no seles practicóningún tratamiento.Ainslie et al (1992) estudiala influencia

queejerce,el TBA conestradiol,sobreel crecimientodenovillosHolstein obteniendo

unosincrementosdel 29% y 18%, respectivamente.

A tenorde los resultados de nuestro estudio ylos obtenidospor los distintos

autores,se puedeapreciarque existe una gran variabilidad en los rendimientos

obtenidos enlos distintosanimalesconlos diferentestratamientos.Posiblemente,esas

diferenciasse deban a la raza,alimentación,edady el método de administracióndel

anabolizante, asícomo al manejo de los animales.De cualquierforma, nuestros

rendimientos están en la líneade otros autores quetrabajan en similares

circunstancias.
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El Gráfico 2presentalas variacionesde concentraciónde trenbolonaen las

muestras deplasmaobtenidas enmachosy hembras,a lo largo de los 14 días

siguientesa la colocación del implante. Como puede apreciarse en lagráfica, las

concentraciones sonmuy variables,tanto en machoscomo en hembras.En éstasse

observaun pico (2,75 ± 0,58 ng/mI, C~1) entrelas 8 y las 24 horassiguientesal

implante, siendo éste más alto que el delos machos, que lo presentan

aproximadamente a las48 horas(2,05 ± 0,46 ng/mi, C~1). Luego,en amboscasos,

seobservaun segundopico, muy alto enlos machos,que alcanza una concentración

de casi 3 ng/mi ~ el quinto día de tratamiento.En las hembrasaparecendos

mesetas,con un máximo de algo más de 1,5 ng/mi (C~~~) el séptimo día de

tratamiento.En ambossexos,las concentracionesdesaparecenprácticamenteel día

14 de la experimentación,quecoincideconla toma número15. La tabla 2 ilustralas

concentraciones (media±E.S.M3,conlas que se ha construido lagráfica citada.

A la vistade laGráfica2 podemos hacerunaserie de comentarios quenosvan

allevar aunasconclusiones precisas.En primer lugar,parececomosi los implantes

fueranprovistosdeunacantidadde trenholonadefácil disponibilidad,justificadapor

las altasconcentracionesdel principio del experimento.Después,la otra fracciónde

trenbolonapareceliberarsemás tardíamente,comoconsecuencia,sin duda,de llevar

el implante unosexcipientesque producenuna liberaciónretardadadel principio

activo. Por otro lado, el que latrenbolonadesaparezca,prácticamente, de lasangre

al cabo de los 14 días de administradoel implante nos lleva a la conclusiónque la

trenbolonaes fácilmente metabolizable,como ya han demostradootros autores

(Pottier et aL, 1975; Ross, 1980; Rico et aL, 1981), y que si se deja un tiempo de

espera,entrela aplicacióndel implantey el sacrificiodelanimal,no parecequeexista

peligropotencialparalos consumidoresque ingieran carne de resesasí tratadas.Ese

tiempo deesperase ha estimado enunos 30 días. Aquí queda demostrado que

despuésde los 14 días nohay concentración medibley eso a pesarque hemos

dispuestode una técnicaaltamentesensible,comoya se ha demostrado en páginas

precedentes.Si la demoraque se harecomendadoes de más de30 días se debe a que

lo másnormales quelos ganaderosutilicen dos implantes,siendorecomendadala

administracióndelsegundodeellosa las dossemanasdelprimero,paraobtenerunos
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mejoresrendimientos(Henrickse: aL, 1982), justamentecomo seve en lagráfica

cuandohan desaparecidolos niveles sanguíneosdel primero delos implantes.

Nosotros,como quedadicho, sólo hemosutilizado un implanteparadeterminarla

cinética de lasustancia.Son metasdiferentes.

A pesarde la escasabibliografía existente,nuestroperfil sanguíneode los

nivelesde TEA enhembras,essimilar al descritoporHenrickse: al. (1982), sóloque

esteautor obtiene unosvaloresinferioresa las 24 horas <1 ng/ml frente alos 2,7

ng/mi),siendo,además,la duración delos nivelesen sangre cercana alos treintadías

frente alos 14 díasnuestros. Schopper(1983),conunadosisigual a la empleadaen

esteestudio,obtieneun pico inicial a las24 horas(enplasma)de 2,5 ng/ml.También

la concentración de la TBA esmayoren el tiempo, pudiéndosedetectarhastael día

40. El porquéde la diferentepermanenciaen sangredelTBA, puede estar enrelación

con los diferentestipos de implantes utilizadosen los trabajosya citados,puesla

liberación del principio activo puede ser más o menosretardada,o bien, con el

método deanálisisempleadoy a lascondicionesdemanejo,así como en larazade

los propiosanimales.

Como se recordará, decíamos, en capítulos anteriores, queuna de las

motivacionesque nos llevó a hacer estaexperimentación,fue la escasabibliografía

existentede como un sólo implante de acetato detrenbolonapodíaafectara los

perfiles hormonalesendógenosde los animalestratados, encomparacióncon los

controles,como podremos comprobar trasel análisisde nuestrosresultados.

En cuanto a la influencia de latrenbolonasobre el perfil hormonal de la

progesterona, como muestra elGráfico 3 (téngase en cuenta la falta de

proporcionalidaden eleje de abcisas),querepresentalas concentracionesplasmáticas

de progesteronaencontradasen las hembras controlesy tratadas, se puedeapreciar

como las hembrascontroles son hembrascíclicas y durante los 50 días de la

experimentaciónpresentancasi tresciclos estralescompletos.Esto sedemuestrapor

los valores obtenidos enel día 10, encual los animalesteníanunaconcentración de

progesterona plasmática de1,22 ±0,10 ng/ml correspondiendoestosvalores con la
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fase deluteolisisy el comienzode la fasefolicular del ciclo estral enestashembras.

Así mismo,entrelos días28 al 32de laexperimentaciónapareceotradisminuciónde

los nivelesde progesterona(2,18 ±0,21; 1,35 ± 0,15ng/mi) correspondiéndoseestos

valores con lamencionadafase delciclo estral.Por último, el día 50 se vuelve a

repetirestedescensode los valores plasmáticosdeprogesterona(1,13 + 007 ng/mi)

indicándonosquecomienzaotro nuevociclo enestashembras.

Todoslosvaloresobtenidos están dentro delmargenaceptadocomofisiológico,

en ganadovacuno,si bien, esteincluye un rango muy amplio de concentraciones,

abarcando desde0,6 ng/ml a 6,6 ng/ml <Dobsony Kamonpatana,1986;Peters,1987)

dependiendo de la fase delciclo en que se encuentreel animal.Estemargentambién

está dentrode lo descritopor Silván (1991)y porBlass (1992),aunque enel primer

caso se utiliza la vaca de raza frisona y, en el segundo,raza limousine pura,

encontrándosediferenciassignificativas entre ambasrazas de ganadovacuno.En

nuestroestudio,los animalesutilizadosfueron decruce limousinecon charolés,con

lo que, como se puedeapreciaren latabla3, estosvalorescoincidenmás conlos de

Blass (1992)(margenes:0,49 ±0,06 ng/ml y 5,85 + 024 ng/mi),ya que en nuestro

casotambiénerananimalesdeproducción cárnica.Esto vieneademostrarqueno se

debeutilizar siemprecomo modelo de la ciclicidad y de los perfiles hormonales

esteroidesa la razafrisona, ya que existen diferencias que puedenllevamosa

conclusioneserróneas.

En las hembrastratadas(Gráfico 3) no podemosapreciarestaciclicidad ya

que, al habersido implantadascon trenbolona, se produceunadisminuciónde la

actividadfolicular, conlo que lashembraspasan a estar en un estadodeanestro,casi

bastael día 40 dela experimentación, momentoen el cual susnivelesparecenque

coincidenconlosde lashembras controlesproduciéndoseunaelevaciónde los niveles

deprogesteronaplasmática ya quecomo se puedeapreciaren latabla3, en ningún

momento de laexperimentaciónanterioral día40, los animalespresentaronun nivel

superior a2,5 ng/ml de progesteronaplasmática,hechoindicativo de laabolicióndel

crecimientofolicular. A partir deldía40 estosvaloresya alcanzan unnivel de355 +

0,31 ng/nul, por lo que se deduce que enestosanimalesel ovario comienzaa tener
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desarrolloo crecimientofolicular, lo cual trae consigola nuevaciclicidad de estos

animales.El efecto que produce este esteroideandrógenico,acetatode trenbolona,

en los animalesde nuestraexperimentaciónes debidoa que parecenperder su

ciclicidad comoconsecuenciadel tratamiento,lo que,coincidiendocon los resultados

descritospor Heitzmany Chan. (1974),Heitzmane: aL (1977) en la vaca deraza

frisona aunque,como se haseñaladoanteriormente,estosperfiles hormonalesson

algo diferentes en esta raza. Estadisminución prolongada delos niveles de

progesterona(esdecir, la aboliciónde laciclicidadde las hembras) puedeserdebida

a que cuando seutilizan agentesanabólicos,en producciónanimal, estospueden

actuarinhibiendo lasecreciónhipofisariade la hormona luteinizante(LII), comohan

descritoWiggins e:¿¿¿(1976);Gettyse: aL(1984);Cooper(1985).Quizásdentro delos

agentesanabólicos utilizados,el acetatode trenholonapuede teneruna acción

supresorade LH mayor que cuandoseutiliza otra serie deanabolizantes.Así, por

ejemplo,en los trabajosde Moran. (1990) que estudianel efecto del Zeranol,como

agente anabolizante,no es tan grande la inhibición de la secreciónde la LH

hipofisaria ya que enlos animalestratados se produceuna disminución de las

concentracionesplasmáticasde progesterona,sin que los animales pierdan la

ciclicidad.

En definitiva,el acetatode trenbolonaproduceuna alteración delpatrón

normal de los ciclos estrales,principalmentepor una inhibición del crecimiento

folicular y, como consecuenciade ello, una alteración delos perfiles de otras

hormonasesteroidesque tendremos oportunidad dediscutir más adelante.

El Gráfico 4 presenta las concentracionesdel 171)-estradiol endógeno

encontradas enlosmachos.Lasconcentracioneshalladas enlos animalestratadosson

muchomás altas enlos primeros días quelas delos animales controles,observándose

como de unamisma concentración,en la hora0 (2,14 ± 0,61pg/ml), se eleva a más

del dobleel día 4 delexperimento(4,31 + 077 pg/ml), en el grupode los tratados.

Esta elevación delosnivelesde 178-estradiolen esegrupopersistehastael dfa 8 de

nuestraexperimentación,siendo entodos los casossignificativamentediferentecomo

se puedeapreciaren la tabla16 (p <0,05),inclusoen el día4 de la experimentación
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estosnivelesse elevanhasta4,31 ± 0,77pg/nil, siendo,en este momento,mayorla

significaciónestadística(p.c 0,001>.Luego,apartir del día10, cuando,comodecíamos

anteriormente,los principiosactivosdel implantedesaparecenensangre,los perfiles

de 1713-estradiolson prácticamenteiguales en los tratados que enlos controles,

aunque enlos primerosestosnivelesson un poco másaltos, incluso enalgunosdías

de la experimentacióncomo son los días16, 28, 32,36 y 50, aparecendiferencias

significativas estadísticainenteentrelos dos grupos de animales.Esto pareceser

debidoaque laesteroidogénesis,en los animalestratados puedehaberse alteradoal

permanecerlos nivelesde 172-estradioltanelevadosdurantelos ocho primerosdías

quesiguieronal implante.

Donde está más marcadoel efecto del acetatode trenholona, es en las

hembrastratadas,en lascuales,comovimos anteriormentecuando hablábamos de la

progesterona, laciclicidad de ellas está alterada. Laelevación de los niveles

plasmáticos de 1713-estradiol está marcada principalmente por un aumento

estadísticamentesignificativo (pc 0,05)de lasconcentraciones,apartir de las2horas

de la colocacióndel implante(Gráfico 5>, manteniéndoseestaelevacióndurante

todoslos días de laexperimentación,exceptuandolos días8 y 12 de la misma (p>

0,01), si bienestosvaloresno sonmuy representativos,ya que al enfrentarlos conlos

obtenidos enlos animalescontrol, es enestosmomentoscuando se produceel pico

fisiológico de los niveles de 1713-estradiol,necesariospara la rotura folicular y la

posteriorovulaciónporlo queno sonestadísticamentesignificativaslasdiferenciasde

concentraciónentreambosgrupos.

Las tablas4 y 5 indican los valores mediosencontrados encadauno delos

análisispracticados,a lo largo de toda laexperimentación.

En los animalescontrolcomo seobservaenel Gráfico5, sólamenteaparece

un pico marcado delos niveles de 1713-estradiol(día 9), que corresponde con la

aparición delcelo del segundociclo estral.El queno aparezcanlos otros dospicos

correspondientes a la aparición delos otros ciclos estrales,se debea que, como se

conoce, la elevación de los niveles plasmáticosde 178-estradiol se produce
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aproximadamente en24 horasy como apartir del día10 de la experimentaciónlas

tomas serealizaronaintervalossuperioresa48 horas,espor esarazónpor lo queno

se llegan acaptarlos picos de 17B-estradiolplasmático.

Nuestroshallazgos coincidenconlos de Henrickse: al. (1982)quesugiereque

el implante con acetatode trenholonacausauna subida delas concentraciones

endógenas de1713-estradiol,en los dos grupos de animales que dichos autores

estudian,apareciendoestaelevacióndentro delas primeras24 horasdespuésde la

colocacióndel implante permaneciendodurantelos 60 días desu experimentación.

Los valoresdeconcentracioneshalladospor estosautores,sonligeramente superiores

a los nuestros, esto puededeberseaque ladosisutilizada enel implante (300 mg

TEA) erasuperior a lanuestra(250mg TBA), siendotambiénla razade los anhuales

utilizadosde origendesconocido,factor degranimportancia,comoyahemos reseñado

anteriormente.

Butterye:aL (1978)danunaexplicacional mecanismodeacciónanabolizante

de los andrógenos deuna maneradirecta sobre la fibra muscular,mientras que la

acciónanabolizantede los estrógenosse dabapor alteraciones en lasecreción

endógenadehormonastalescomola hormonade crecimientoy la insulina.Heitzman

e: aL, (1977) y Galbraith,(1980> utilizando novillos y terneras, respectivamente,no

encuentrandiferenciasestadísticamentesignificativaspor el efecto delTBA sobrela

secreciónendógena dedichashormonas,lo quesigueapoyando lateoríade laacción

directa delos anabolizantesandrógenicos.Estos hallazgospuedenexplicar que los

anabolizantestienenaccionesdirectassobrela secrecióndehormonastantoesteroides

comoproteicas(Henrickse: al., 1982).

Comoconclusión,podemos decir queexisteunaacción directa delacetatode

trenbolonasobrela secreciónde 17B-estradiol,pareciendo que el efecto anabolizante

de aquella puede serdebidoa este incremento.
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Estudiando, condetenimiento,los perfiles hormonalesde testosteronacomo

muestranlas Gráficas6 y 7, podemos observar que el comportamientoentre los

machosy las hembrasno esel mismo.

En relacióna los valoresobtenidos enlos animalesdel grupo control, tanto

machoscomohembras,seobservaquelas concentracionesdetestosteronaplasmática

sehallan dentro delmargenfisiológico señaladopor diversosautoresparaganado

vacuno0,8 - 11,6ng/ml (Mc Donald, 1983; Marcusy Durnford, 1986). Sin embargo,

estos valores corresponden, principalmente,a la raza Frisona, ya que no se ha

encontradoel margenfisiológico dedichahormona en elcrucelimousinex charoles,

debido a la escasabibliografíaexistente sobreperfilesdehormonas esteroides,eneste

cruce.De cualquierforma,nuestrosresultados estándentrodel margen indicado(2,38

± 0,41 ; 7,63 ± 1,18 ng/mI).

En los machos tratados,el TBA del implanteincrementala produciónde

testosteronallegando aalcanzarel día3 de laexperimentaciónvaloresde 12,52 ±

1,45ng/mi,existiendounasdiferenciasestadísticamentesignificativas(pc 0,001),hasta

prácticamenteel décimo día del experimento,momento éste quecoincide con la

disminuciónde los nivelesen plasma de trenbolona. Como se aprecia,estosvalores

son algo superioresa los halladospor otros autoresy por nosotros mismosen los

animales controles,por lo que podemos decir que la trenbolona, enmachos,produce

una elevaciónque superael margenfisiológico y esto puede llevarconsigo, si se

pusiera otro implante, aunahipertroflafuncionaltesticular con lasconsecuenciasque

esto puedetraera los animales.

A partir de esta fecha(día 10), no existen diferencias estadisticamente

significativas entre los animalestratados ylos animales control, siendo éste un

argumento más quereafinnala inexistenciade peligroparalos consumidores.

Por el contrario,en las hembras(Gráfico 7) la TEA no pareceque produzca

un incrementosignificativo en la produccióndetestosteronadurantelosprimeros días

de la experimentación,sino un pico en los días 16 y 18 que alcanzaunas
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concentraciones, respectivamente,de 7,91 ± 0,96 ng/ml y 7,03 ± 0,61 ng/ml (p.c

0,01), coincidiendo con el momento enel queya no se detectaflA en lasangre.

Quizásesto sea debidoa un cambioen la aromatización delos esteroides ensu

biosíntesis,sobre todo enel casode la producciónde esteroides,por el folículo en

crecimiento,ya quecomodescribióSilván (1991)existenvariospicosde testosterona

plasmáticaduranteel ciclo estral de la vacafrisonay estosson coincidentesconlas

oleadasde crecimiento folicular. Este cambio en labiosíntesisposiblemente,esté

producidopor la sensibilizaciónpreviade las célulasfolicularesproductoras de1713-

estradiol (células de la granulosa),ya que como hemosvisto anteriormentese

producendiferenciassignificativas(dep.c 0,05 apc 0,001)entrelashembrascontrol

y tratadas, alo largo decasitoda laexperimentación,y estoparecellevar consigoesa

elevaciónenlos nivelesdetestosteronaen las hembrastratadas,ya quetambiéncomo

seve en la tabla17, justo antesdeproducirse laelevaciónde testosterona, se aprecia

unaelevaciónsignificativa (p.c0,001)en los nivelesde 176-estradiolde las hembras

tratadas.

Asimismo,estecambioen labiosíntesisde 178-estradiol,por lascélulasde la

granulosa,está relacionadopor un aumento en laactividad enzimática de las

aromatasas,posiblementeinfluenciadaspor unamayorsíntesisde LH y FSH anivel

hipofisario.Este aumento en laactividadenzimática,se traduce en un incremento de

la síntesisde 1713-estradioly como éste,en el ovario de la vaca>, es el precursor de

testosterona, seproduciráun aumento de lasíntesisde estahormona,en lashembras

tratadas(Ireland, 1987).

Otra explicación,a la aparición de estepico de testosterona, es que puede

debersea un efecto rebote,ya queel TBA inhibe la secreciónde testosterona (Hunt

e: aL, 1991) y, al desaparecerel TBA sobreel décimodía, provoca un aumento de

testosterona,observándoseésto,sólo en las hembras.

Estosresultadosnos sugierenque enlos machosel aumento de peso producido

por la administracióndel TBA podría deberse al efectodirecto de éstey/o a un

efectoindirecto al incrementarselos nivelesde testosterona.
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En las hembras,por el contrario, el TRA no produce un incremento enlos

valores de testosterona,sinembargo lagananciade peso enlashembras esmayorque

en los machos,lo que nos sugiereque la acciónanabolizante del TBA serealiza

fundamentalmenteporvía directa(Butterye: aL, 1978),ya que esteesteroidesintético

es unpotenteanabolizantede tipo androgénico,perode potencia superior-del orden

de 10 a 50 veces-a la testosterona, ensu actividadanabolizante(Neumann,1976).

También esto se podríaexplicarpor unacompetencia,anivel de receptordel

TBA, con la testosterona,de tal manera que un incremento enlos niveles de

testosteronadisminuyeel efecto anabolizante de la trenbolona, aunqueparademostrar

esta hipótesis es necesariauna mayor investigaciónfuncional de los receptores

hormonales anivel celular.

El aumentode testosterona enlos machosno coincidecon los resultados de

Hunt(1991),quedescribela disminucióndelosnivelesde testosteronaproducidospor

el tratamientoconTBA. Pero, estasdicrepanciaspuedensersólo aparentes,ya que

Hunt (1991) tambiénobservaun aumento detestosteronaen terneros, enel primer

periododesu tratamiento,periodoquecoincideconel quenosotroshemosestudiado,

por lo quenuestros resultados coincidenconlos por él descritos.

Lee et al. (1990), también describen unadisminución en los niveles de

testosterona,producidospor el tratamiento conTBA., pero estadisminución de

testosteronala miden enmachosadultos,no siendocapacesdedetectarnivelesbasales

detestosteronaenterneros,puessumétodo (RIA),parala detección de testosterona

enterneroses menossensibleenel casode estosautores queel nuestro(ELISA). Es

por ello quenosotrossi somoscapacesde efectuar lamediciónde dichosnivelesde

testosteronaen los terneros,y susresultadosenmachos adultosno sonextrapolables

a los animales jóvenes.

En definitiva, la administraciónde trenbolonaproduce un aumento marcado

de los nivelesde testosteronaenmachosimplantados,nivelesquecoincidenconlos
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de los controles cuandodesapareceel efecto del implante.

En los gráficos 8 y 9 se encuentranrepresentadoslos perfiles decortisol

plasmáticoparamachosy hembras,alo largo delos 50 díasde la experimentación.

Asimismo, en las tablas8 y 9 seindican las concentracionesplasmáticas(media±

S.E.M.)de cortisol duranteel estudio.

Se puedeapreciarque nuestrosvalores de referencia: la tomaO (de los

animalestratados)y todos los valoresde los animales control,seencuentrandentro

del margenfisiológico señalado porlos distintosautores,paraganadovacuno(0,5 a

10 ng/mi), (Mc Donald, 1980; Lewis y Elder, 1985; Jonesa aL, 1988), aunque las

concentracionesen lashembrassonsiempremayoresque enlos machos(Henrickse:

aL, 1984), esto quizá se debe auna mayor sensibilizacióny/o producción enlas

hembras,por partede la glándula adrenal, deestecorticoesteroideyaque en hembras

el manejoes másdifícil y estasson másnerviosasquelos machos.

Como se puede observar enestasgráficas,esmuy parecida la acción que

ejerce elacetatodetreubolona,sobrelos perfiles decortisol tanto en machoscomo

enhembras,produciéndose un aumento estadísticamentesignificativo (p c 0,001)de

los nivelesde esta hormona hastael día 10 de la experimentación,día éste que

coincide con la desaparición también delos nivelesde trenbolonaen plasma.Las

diferenciasqueexistenson:en las hembrasestaelevación comienzaa las 2 horasde

ponerseel implantey, sin embargo,en los machoses apartir de las 24 horas (toma

4) cuando seproduceesteaumento.Estovienea significar que las hembrassonmás

sensiblesal implante conTBA, ya quenadamás comenzar la reabsorción deéste,los

nivelesde cortisol plasmáticose elevan(Pc 0,01).

Estaelevación de lasconcentracionesdecortisolse debenprincipalmenteauna

disminuciónde lasíntesisde progesterona(Gráfico3) enla superficielisa del retículo

endoplasmático.Al estarlos niveles plasmáticosde progesteronadisminuidosen las

hembrastratadas,hay uncambio en la vía desíntesisdel cortisol, provocando un

aumentoen laactividad enzimáticade la lla-hidroxilasacon lo que se produceuna
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elevaciónde la producción de17a-hidroxipregnenolona,dando como resultadoun

incremento de lasíntesisdecortisol,en lashembras,alcanzandounos valoresde 12,52

+ 6,54 ng/ml, en el día tercero de laexperimentación(valoresdentro delmargen

fisiológico citado).

Sin embargo, enlos machosla elevaciónde los nivelesde cortisolplasmático,

(12,43±4,52ng/mI) se debe principalmente a un aumento enlas concentracionesde

1713-estradiol(Gráfico 4) ya quecomo indicanNandaa aL (1990), al producirse un

aumento de este esteroide, se produceun incremento significativo de las

concentracionesde cortisol debido a que laelevaciónsignificativa de 1713-estradiol

produceunasensibilizaciónde lahipófisisocasionandounamayorliberacióndeLII,

lo que, posiblemente,origina un incrementode síntesisde cortisol en la glándula

adrenal. Nuestros resultadoscoincidenconlos de los citados autores,al presentarlos

animalestratadoscon TRA unaelevaciónsignificativa (p.cO,0O1)de los nivelesde

cortisol (gráfico 8), durantelos 10 primerosdias despuésdel implante, así con la

elevaciónya comentada delos nivelesde 17B-estradiol(Gráfico 5).

Sin embargo,estosresultadosno son encontradospor otros autores(Joneset

aL,1988;Thomas andRodway.,1982;Bukoskye:¿¿1,1986),que observanunareducción

de los nivelesdecortisol plasmático, debidosal tratamiento conTBA, en favor de la

hipótesisqueel TBA actúa anivel de receptordelglucocorticoideno dejandoactuar

a éste.

En conclusión,en los animalestratados conTBA, seproduceun aumento de

las concentracionesplasmáticasde cortisol, coincidentescon los nivelesdetectables

de trenbolonaen plasma, es decir hastael día 10 de la experimentación,no

observándose,apartirdedichafecha,diferenciasestadisticamentesignificativas,tanto

en machoscomo enhembras.

Aunque el objetivo principal de nuestro trabajo está enfocado

fundamentalmentehacialasvariacionesde lashormonas esteroides,hemos analizado
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tambiénlasdeconcentración delashormonastiroideas tri-iodotironina(T3) y tiroxina

(1’4), ya que como se sabe desde hace untiempo considerable se vienenutilizando

sustanciasantitiroideascomo finalizadoresde cebo de ganado vacunoy aunquelos

mecanismosde acciónde estosfinalizadoresno tengannadaque ver conlos de los

anabolizantes,nospareció oportuno eltenerunosdatosmás porsi arrojabanalguna

conclusión no descrita en el esclarecimientode la detección de tratamientos

prohibidos enlas reses.

Siguiendola tecnología descrita en elapanadodematerialy métodos sehan

determinadolos nivelesde trl-iodotlronlnn,tiroxina y honnonaestimulantede la

tiroides, en las muestrasde plasmadisponibles.

Nos pareció un temanovedosoel cual trataremosa continuación,la posible

influencia,queel tratamientoconacetatode trenbolonapodríatenersobrelosperfiles

plasmáticosde las hormonastiroideasdebidoala escasabibliografía existentesobre

dichashormonasen el ganadovacuno.

Por lo que se refierea la tri-iodotironina se aprecianunasclarasdiferencias

entreel perfil deconcentracionesplasmáticasentremachosy hembrasy así enestas

existenpequeñasdiferencias(Gráfica 11) entrelas concentracionesde los animales

tratadosy controles,inclusoen algunospuntoslos valores son exactamenteiguales,

igualdad que seacentúaen los valoressiguientesal día 10 de tratamiento,cuando,

comoya hemosdicho reiteradamente,han desaparecidolas accionesdel implante.

Sin embargo las concentracionesde T3 en los machos (Gráfica 10) son

claramentediferentesa lo largo de todo el periodo de estudio,solamente hay un

puntocoincidente,el día 10 del tratamientoy curiosamentelos valoresplasmáticos

que alcanzanlos tratados llegancasi a doblarla de los controles.

Como sesabe,la glándulatiroides,está gobernada por lahormona estimulante

de la tiroides (TSH),producida enlas célulashipofisarias,quepuedenver alterada

sucapacidad desíntesisporotrashormonascomosonla ACTH y lasgonadotropinas,
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así si contemplamoslas Gráficas14 y 15 que nos muestran lasconcentracionesde

TSH en machosy hembrasrespectivamente,vemos que nohaydiferenciaaparente en

la secreciónde esta hormona por variar elsexoen los animalescontrol, sin embargo,

cuando setrata de lascurvasobtenidas enlos animalestratados hay unasclaras

diferenciasentremachosy hembras,enaquellospareceque laaccióndel acetatode

trenbolonahacedesaparecerel ritmo circantrigintano(30 días) que presentala

secreciónde esta hormona enlos animales controles,hecho no descrito en la

literaturaaunque se ha hablado deotros tiposderitmosparahormonashipofisarias.

En lashembras,comoquedadicho,no aparecenesasdiferenciastanacusadas,lo que

sin duda puededebersea otras diferenciasencontradasque hansido discutidas

anteriormente.

Por último y en lo referentea las concentracionesde tiroxina solo hay

diferenciasen los machos.Las hembras (Gráfico13) presentanunas curvas de

concentracionesprácticamenteparalelas con valores más bajosdurante los 10

primerosdíasdelestudio,posiblementedebido a lapersistenciadenivelesplasmáticos

del TBK Sin embargo, enlos machos,las diferenciassonnotablesy contrariasa lo

descritoen los nivelesde tri-iodotironina,esto eslos valoresde 1’4 en los controles

está por encima delos tratados,lo quesin duda esporqueen los machos lafacilidad

de conversiónde la tiroxina, en la hormonaactivaT3 esmuchomásacentuadaenlos

animalestratados de ahílos nivelesde esta última hormona.

Concluimos diciendoque los implantesde TBA afectAn a la capacidad de

síntesisy secreciónde las hormonas tiroideas enlos machosperono enlas hembras,

lo que podría explicar que lashembrasganan máspesoque los machosya que

tendríanun metabolismobasal inferiory por tanto unconsumocalórico menor.
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Una vez analizadoslos resultadosobtenidosen nuestro estudio podemos

deducirde ellos las siguientes conclusiones:

C CONCLUSION:

? CONCLUSION:

3 CONCLUSION:

4 CONCLUSION:

5¡ CONCLUSION:

Se aportandatos,hastaahorainéditos,de lacinéticadel

acetatodetrenbolonatrassu aplicaciónpor implante en

el ganadovacuno.

El ELISA de competición, con las modificaciones

aportadas,es la técnica mássensible(que el HPLC,

ELISA Kit), paramedir las concentracionesplasmáticas

de trenbolona.

El implante con acetato de trenbolona afecta

notablemente la esteroidogénesisen los machos,

produciéndose un aumentode los niveles plasmáticosde

1713-estradiol,testosterona ycortisol,mientras hayniveles

de trenbolonaenplasma.

La aplicacióndel acetatode trenbolona produceen las

hembras un anestro, conlo que losperfiles dehormonas

esteroides se encuentrandistintosa los fisiológicos.

El acetatode trenbolonaproduce enlos machos un

cambio en la ciclicidad de la secreciónde TSH que

presentaun ciclo circatrigintano (30 días), y como

consecuencia las concentracionesde las hormonas

tiroideas ‘13 y T4 presentanperfiles diferentes alos

fisiológicos.
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CONCLUSIONFINAL: Las modificaciones, que de los perfiles de

hormonas esteroides,produce el acetato de

trenholonasólo se manifiestandurantelos días

que persistenlas concentracionesde lamismaen

sangre.
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