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INTRODUCCION:

Las v a r ia c io n e s  de la  c o n c e n tra c io n  de e s trô g e n o s  en l a  -  

sa n g re  venosa o v é r ic a ,  p e r i f é r i c a  y en l a  o r in a ,  han s id o  r e la c io n a -  

das desde hace tie m p o  con la  a c t iv id a d  f o l i c u l a r  d e l o v a r io .  En la  

e s p e c ie  b o v in a , e l  e s tu d io  de la  e v o lu c iô n  de la s  c o n c e n tra c io n e s  de 

7̂  ̂ -  e s t r a d io l  en la  sa n g re  p e r i f é r i c a  han p e r m it id o  d e m o s tra r  que 

e s te  p a ra m é tré  p o d la  s e r  un e x c e le n te  r e f l e j o  c u a l i t a t i v o  y c u a n t i -  

t a t i v o  d e l c re c im ie n to  f o l i c u l a r ,  ta n to  en e l  c i c l o  s e x u a l,  como des 

pués de un t r a ta m ie n to  de e s t im u la c iô n ,  en e l  a n im a l im p ô b e r ô en e l  

a d u l to .  S in  embargo e s te  e s tu d io  p ré s e n ta  dos d i f i c u l t a d e s  que l i m i  

ta n  su u t i l i z a c i ô n :

1. Las c o n c e n tra c io n e s  de 17y‘3 -  e s t r a d io l  son mu y d é b i le s ,  norm alm en 

te  in f e r i o r e s  a 30 p g /m l,  y se hace n e c e s a r io  e l  uso de té c n ic a s  de 

g ra n  s e n s ib i l id a d .

2 . E x is te n  v a r ia c io n e s  ra p id e s  de lo s  n iv e le s  h o rm o n a le s , lo  que o b l i  

ga a tomas f re c u e n te s  de s a n g re , g e n e ra lm e n te  cada 2- h o ra s .

Para r e s o lv e r  e l  p rob lèm e  de la s  c o n c e n tra c io n e s  d é b i le s  se 

p o d r ia  c o n s id é re r  e l  uso de la  vena o v é r ic a  pa ra  la s  tom as de s a n g re , 

pe ro  p o r  e l  momento es d i f i c i l  m an tener un c a té te r  d u ra n te  mas de a ^  

gunas h o ra s . Las d e te rm in a c io n e s  ta m b ié n  se p o d r ia n  r e a l i z a r  en la  

o r in a ,  lo  que re s o lv e r ia .  a l  mismo tie m p o  e l  p rob lèm e de la s  v a r ia c io ­

nes ré p id a s ,  p e ro  la  toma de m u e s tra s  de o r in a  es d i f i c i l  y desde e l  

p u n to  de v is t a  f i s i o l ô g i c o ,  no es s a t i s f a c t o r i o  p o r  la s  s ig u ie n te s  -  

ra z o n e s :

1. E x is te  un t ie m p o  de la t e n c ia  im p o r ta n te  ( v a r ia s  h o ra s )  e n t re  lo s  

a c o n te c im ie n to s  a n iv e l  p la s m é t ic o  y a n iv e l  u r in a r io .

2 . Los e s trô g e n o s  no son e x c re ta d o s  en su t o t a l id a d  p o r la  o r in a ,  y 

la  r e la c iô n  e n t re  la  e x c re c iô n  o r in o - f e c a l  no es c o n s ta n te  e n tre  a n i ­

m ales e in c lu s o  p a ra  un mismo a n im a l;  c s to  l i m i t a  la s  p o s ib i l id a d e s  

d e l e s tu d io  c u a n t i t a t i v o  y la s  com p a ra c io n e s  e n tre  a n im a le s .
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P or ta n to  la s  tomas de sa n g re  p e r i f é r i c a  p a re ce n  la s  mâs i n t e -  j

i
ra s a n te s  ta n to  p o r  ra zo n e s  té c n ic a s  como p o r ra z o n e s  de t ip o  f i s i o l o -  j
g ic o .  I

En la  sa n g re  p e r i f é r i c a  de l a  m u je r  la s  c o n c e n tra c io n e s  de s u l -  i
f a t o  de e s tro n a  son re s p e c tiv a m e n te  2 y 6 veces s u p e r io re s  a la s  de i

- e s t r a d io l  y e s tro n a  no c o n ju g a d o s  y sus v a r ia c io n e s  r e la t i v e s  en 

e l  c u rs o  d e l c i c l o  son mâs im p o r ta n te s :  E l s u l f a t o  de e s tro n a  t ie n e  |

un p ic o  11 veces s u p e r io r  a l  n iv e l  de base m ie n tra s  que p a ra  e l  17/) -  

e s t r a d io l  l i b r e ,  e s ta  r e la c iô n  es de 6 ve ce s .

Se sabe ademés que la  v id a  m edia de lo s  e s te ro id e s  s u lfa ta d o s  ;

es mucho mâs la r g a  que la  de lo s  e s te ro id e s  no c o n ju g a d o s  (5  a 9 ho­

r a s ,  f r e n te  a menos de 20 m in u te s  re s p e c t iv a m e n te ) .

La m edida de e s trô g e n o s  c o n ju g a d o s  p o d r ia  s e r  p o r  ta n to  l a  s o -  

lu c iô n ,  no s ô lo  de lo s  p rob lèm es c u a n t i t a t iv o s  s in o  ta m b ié n  de la s  va ­

r ia c io n e s  ré p id a s .

R e s u lta d o s  p r e l im in a r e s  en la  vaca  con un a n t ic u e rp o  no espe­

c i f  i c o ,  d i r i g i d o  f r e n te  a e s tro n a  p r in c ip a lm e n te , han dem ostrado  la  

p re s e n c ia  de c a n t id a d e s  im p o r ta n te s  de e s trô g e n o s  co n ju g a d o s , p e ro  no 

de v a r ia c io n e s  c o n c re ta s .  Puede s e r  que e l  e s trô g e n o  d e te rm in a d o  haya 

s id o  mal e le g id o ,  o b ie n  que la s  v ia s  de m e ta b o lism o  no sean o b l ig a t o -

r ia m e n te  la s  mismas en la  vaca que en l a  m u je r .

P or e l l o  n o s o tro s  hemos re a l iz a d o  un e s tu d io  de la s  v a r ia c io n e s  

en la  sa n g re  p e r i f é r i c a  de la  vaca  de la s  c o n c e n tra c io n e s  de e s tro n a ,

1 7 ^ -  e s t r a d io l  y 1 7 # - e s t r a d io l  t o t a le s  ( l i b r e s  y co n ju g a d o s  p r e v ia  

h i d r ô l i s i s ) .  E s ta s  d e te rm in a c io n e s  se han r e a l iz a d o  en d i fe r e n t e s  s i -  

tu a c io n e s  ( c i c l o  s e x u a l no rm a l y s u p e ro v u la c iô n )  p a ra  sa b e r s i  uno ô 

més de e n t re  e s to s  e s te ro id e s  p u d ie ra  s e r  un m e jo r  in d ic a d o r  d e l c re ­

c im ie n to  f o l i c u l a r  que e l  17 ^  - e s t r a d io l  l i b r e ,  y de e s ta  manera encon

t r a r  una a l t e r n a t iv e  a la s  d i f i c u l t a d e s  té c n ic a s  d e l a n é l i s i s  de e s ta

horm ona. i
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No e x i s t l a  n in g u n a  té c n ic a  p a ra  r e a l i z a r  la  d e te rm in a c iô n  de 

e s ta s  t r è s  hormonas en una misma m u e s tra  de p la sm a , lo  que nos o b l ig ô  

en p r im e r  lu g a r ,  a la  p u e s ta  a p u n to  de una té c n ic a  ra d io in m u n o lô g ic a  

que nos p e r m it ie r a  un m étodo de a n é l i s i s  adecuado. D e n tro  de e s ta  , 

p u e s ta  a p u n to , in c lu im o s  la  p re p a ra c iô n  de a n t is u e ro s  a n t ie s t r ô g e ­

n o s , te n ie n d o  en c u e n ta  que l a  v a l id e z  y e f ic a c ia  d e l ra d io in m u n o a n é - 

l i s i s  e s té  en fu n c iô n  d i r e c t e  de la  c a l id a d  de lo s  a n t ic u e rp o s  u t i l i -  

z a d o s .

La p a r te  e x p e r im e n ta l de e s ta  t e s i s ,  s a lv o  la  p r e p a ra c iô n  de 

a n t ic u e rp o s ,  ha s id o  r e a l iz a d a  en la  u n id a d  de hormonas e s te ro id e s  

de la  " S ta t io n  P h y s io lo g ie  de l a  R e p ro d u c t io n "  d e l l .N .R .A .  ( i n s t i ­

t u t e  N a t io n a l de la  R echerche A gronom ique . N o u z i l l y .  F r a n c ia ) ,  g ra ­

c ia s  a una beca d e l " M in is tè r e  des A f f a i r e s  E tra n g è re s "e n  e l  p é r io d e  

co m pren d idü  desde O c to b re  1975 a A b r i l  1977.

La p re p a ra c iô n  de a n t ic u e rp o s  ha s id o  r e a l iz a d a  en e l  D e p a rta  

m ento de R e p ro d u cc iô n  A n im a l d e l IN IA . CRIDA 06 .
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2 .1 .  BREVE DESCRIPCION DE LOS ESTROGENOS

2 .1 .1 .  D e f in ic iô n  y p a p e l f i s i o l ô g i c o

Oesde un p u n to  de v i s t a  b io lô g ic o  JONES (1 9 5 4 ) d e f in e  lo s  e s t rô g e ­

nos como a q u e l la s  s u s ta n c ia s  que in d e p e n d ie n te m e n te  de su c o m p o s ic iô n  q u i 

m ica  y de su o r ig e n  son capaces de in d u c i r  s in to m a s  de c e lo ,  en p a r t ic u ­

l a r  la  c o r n i f i c a c iô n  d e l e p i t e l i o  v a g in a l de la  r a ta  y la  ra to n a  c a s tra d a s . 

E l e s t r a d io l  y la  e s tro n a  son lo s  p r in c ip a le s  e s trô g e n o s  n a tu r a le s  s e g re -  

gados p o r e l  o v a r io ,  s ie n d o  ta m b ié n  seg rega dos  p o r  la s  c é lu la s  i n t e r s t i -  

c ia le s  d e l t e s t ic u lo  y la  c o r te z a  a d re n a l.

En la  v id a  p r e n a ta l a c tu a n  so b re  e l  h ip o tô la m o  en e l  s e n t id o  de se 

x u a l iz a c iô n  fe m e n in a . HELLER y JONES (1 9 6 4 ) ,  dem ues tran  que lo s  e s tr ô g e ­

nos son n e c e s a r io s  p a ra  un buen d e s a r r o l lo  d e l o v a r io  f e t a l .

En l a  v id a  p o s t - n a t a l , a se g u ra n  e l  d e s a r r o l lo  y m a n te n im ie n to  de -  

lo s  c a ra c tè re s  s e x u a le s  p r im a r ie s  y s e c o n d a r ie s ,  re g u la n d o  e l  com portam ien  

to  s e x u a l de la  hem bra.

En e l  o rg a n ism e  a d u l to  a c tu a l  p r in c ip a lm e n te  a n iv e l  d e l a re a  g e n i­

t a l  y m am aria , s ie n d o  su a c c iô n  t l p i c a  so b re  la  mucosa v a g in a l donde p r o -

vocan q u e r a t in iz a c iô n  de la s  capas s u p e r f i c ia le s .

E l mayor p o d e r e s t r o g é n ic o  c o rre s p o n d e  a l  e s t r a d io l ,  s ie n d o  menos 

a c t iv a s  la  e s tro n a  y e l  e s t r i o l .

Los e s trô g e n o s  como la  m a y o ria  de la s  horm onas, re g u la n  su a c tu a c iô n  

e n d o c r in e , segûn u n  e fe c to  " fe e d -b a c k " ,  e fe c to  re b o te  o de r e t r o a c c iô n ,  -  

es  d e c i r  a c c iô n  de v u e lta  de un e fe c to  dado s o b re  la  causa que lo  p ro d u ce .

E s te  es un s is te m a  de c o o r d in a c iô n , segûn e l  c u a l un mecanismo de e s t im u ­

la c iô n ,  e s té  c o n t ro la d o  p o r e l  o rg a n o  que é l  e s t im u la .
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2 .1 .2 ,  E s t r u c tu r a  q u im ic a  y n o m e n c la tu ra

Los e s trô g e n o s  n a tu ra le s  co rre s p o n d e n  a l  g ru p o  de hormonas s e x u a le s  

e s te r o id e s ,  cuya  e s t r u c tu r a  q u im ic a  d é r iv a  d e l n û c le o  e s te ra n o  o c ic lo p e n ta n o  

p e r h id r c fe n a n t r e n o .

Poseen 18 étom os de ca rb o n o  y dos o més étom os de o x lg e n o  p o r  m ole 

c u la ,  l le v a n d o  en e l  n u c le o  A, a ro m é t ic o ,  un g ru p o  h i d r o x i l  en e l  ca rb o n o  3 , 

que lo s  d i f e r e n c ia  de lo s  o t r o s  e s te ro id e s  s e x u a le s .

2

3

64

c ic io p e n t a n o p e r h id p o f e n a n t r e n o

Segûn la  n o m e n c la tu ra  e s ta b le c id a  p o r  la  " I n t e r n a t io n a l  U n ion  o f  

P ure  and A p p lie d  C h e m is try "  e s ta s  hormonas y sus a b re v ia tu ra s  se d e s ig n a n  

como s ig u e :
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17^ -  e s t r a d io l  = : [û 1 , 3 , 5 , ( 10) e s t r a t r ie n o - 3 ,  17p -  d i o l j

[û 1 , 3 ,  5 , ( 10) e s t r a t ie n o - 3 ,  17o/ -  d i o l j

[  3 - h id r o x i -  A 1, 3 , 5 , ( lO )  e s t r a t r ie n o - 1 7  o n a j 

[A 1 , 3 , 5 , ( 10) e s t r a t r ie n o - 3 ,  16o< , 1 7 /3 - t r io l ]

17 o/ -  e s t r a d io l  = E^of 

E s tro n a  = E ^

E s t r i o l  = E^

2 .1 .3 .  E s trô g e n o s  en e l  ganado b o v in o .

a ) B io s in t e s is .

La b io s in t e s is  de lo s  e s te ro id e s  o v a r ic o s  s ig u e  la  misma l ln e a  ge­

n e r a l  que la  s in t e s is  de e s te ro id e s  p o r o t r a s  g lé n d u la s .  BOLTE e t  a l . ,

(1 9 7 4 ) , m ostraban  como e l  c o le s t e r o l  e ra  e l  p re c u rs o r  de l a  p ro g e s te ro n e  

p la s m â t ic a ,  s ie n d o  e s te ,  e l  s u s t r a to  de la  s in t e s is  d e l p r im e r  e s te r o id e ,  

la  p re g n e n o lo n a .

Segûn RYAN y SMITH, (1 9 6 5 ) la  v ia  u t i l i z a d a  en e l  f o l i c u l o  p a ra  la  

s in t e s is  de e s trô g e n o s  s é r ia  l a  AS, es d e c ir  P re g n e n o lo n a — 17 -  h id r o x ip r e g  

n e n o lo n a — D e h id ro e p ia n d ro s te ro n a — A n d ro s te n o d io n a  — E s tro n a  — E s t r a d io l .

b ) S e c re c iô n .

Los e s trô g e n o s  pueden s e r  s in te t iz a d o s  en e l  o v a r io ,  l a  p la c e n ta  y 

en la s  g lé n d u la s  a d re n a le s .  A n iv e l  o v é r ic o  FALCK (1 9 5 9 ) d e s c r ib la  en la  

r a t a ,  que la s  c é lu la s  de l a  te c a  in te r n a  d e l f o l i c u l o  maduro e ra n  més e f i -  

c ie n te s  que la s  de la  g ra n u lo s a  en la  p ro d u c c iô n  de e s trô g e n o s . P ara  PEREZ 

Y PEREZ (1 9 6 9 ) lo s  e s trô g e n o s  se e la b o ra n  en l a  te c a  in te r n a  y s ô lo  en ca ­

ses e x c e p c io n a le s  en lo s  f o l î c u lo s  a t r é s ic o s .  Los t r a b a jo s  de YOUNGLAI y 

SHORT (1 9 7 0 ) en la  yegua ta m b ié n  dem ostraban  que e l  e s t r a d io l  p ré s e n te  en 

e l  l i q u id e  f o l i c u l a r  e ra  e l  p ro d u c to  de la  s in t e s is  de la  te c a  in t e r n a .

S in  embargo en la  va ca , re c ie n te m e n te  se ha dem ostrado  que son la s  

c é lu la s  de la  g ra n u lo s a  la s  més a c t iv a s  en la  s in t e s is  de 17/3 - e s t r a d io l  

(LACROIX e t  a l . ,  1974 ).
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E1 1 7 /i - e s t r a d io l  es e l  e s te r o id e  de mayor c o n c e n tra c io n  p re s e n te  

en e l  l i q u id e  f o l i c u l a r  de la  va c a , ta n to  en f o l î c u lo s  no rm a le s  como q u is  

t i c o s  ( s h o r t , 1 9 6 2 ). La e s tro n a  a p a re ce  en e l  l i q u id e  f o l i c u l a r  en una 

d é b i l  c o n c e n tra c io n ,  s in  e s ta r  p re s e n te  e l  e s t r a d io l  -17<x .

La e s tro n a  ha s id o  id e n t i f i c a d a  en la s  g lé n d u la s  a d re n a le s  de lo s  

b o v in e s  (BEALL, 1 9 3 9 ). Tambien la  11 [ i - h id r o x ie s t r o n a  y 1 6 0 k -h id ro x ie s t ro  

na a p a re ce n  en la s  in c u b a c io n e s  de c é lu la s  a d re n a le s  de la  vaca (KNUPPEN 

y BREUER, 1 9 6 2 ). Segûn e s to s  a u to re s ,  e s te  û l t im o  com puesto p o d r ia  e s ta r  

fo rm ado  p e r  l a  h id r o x i la c iô n  d i r e c t a  de l a  e s tro n a  en la  p o s ic io n  16o( . A l 

c o n t r a r io  que en e l  ganado vacu n o , en la  m u je r  BAIRD e t  a l . ,  (1 9 6 9 ) , e n - 

c u e n tra n  e s tro n a  y  e s t r a d io l  en e l  p lasm a venose a d re n a l.

GORSKI y ERB (1 9 5 9 ) , i d e n t i f i c a r o n  d i f e r e n t e s  e s trô g e n o s , en e x t r a c  

to s  p la c e n ta r io s  de va ca . Con una té c n ic a  de f l u o r im e t r i a  VEENHUIZEN e t  

a l . ,  ( i9 6 0 )  de m uestran  l a  a p a r ic iô n  de e s tro n a ,  17f i - e s t r a d i o l  y 17ot -  es 

t r a d i o l  en lo s  c o t i le d o n e s  f e t a le s ,  s ie n d o  e l  E^oi, e l  de m ayor c o n c e n tra -  

c iô n  en la s  p la c e n ta s  p o s t - p a r to ,  m ie n tra s  que e l  E^P e ra  mayor en la s  -  

p r e - p a r t o .

E l momento de la  a p a r ic iô n  de c a n t id a d e s  c o n s id e ra b le s  de e s trô g e ­

nos, en lo s  c o t i le d o n e s ,  no ha p o d id o  s e r  d e m o s tra d o , p e ro  p a re ce  que e s -  

t a r i a  lo c a l iz a d o  a lre d e d o r  d e l c u a r to  mes de g e s ta c iô n  (MELLIN y ERB, 1965 ).

c )  M e ta b o lis m o .

E l hecho de que a lg u n o s  e s trô g e n o s  como e l  e s t r a d io l  puedan s e r  p ro  

d u c id o s  p o r  g lé n d u la s ,  p e ro  ta m b ié n  p o r t e j id o s  p e r i f é r i c o s  a p a r t i r  de -  

p re c u rs o re s  de e s te r o id e s ,  ho rm ona lm en te  in a c t iv o s ,  hace d é f i n i r  e l  n iv e l  

de p ro d u c c iô n  de e s ta s  ho rm onas, como e l  c o n ju n to  de ambas (BAIRÜ, 19 68).

E l n iv e l  de t r a n s p o r te  de la s  horm onas e s te ro id e s  desde e l  p lasm a a 

la s  c é lu la s  e s té  in f lu e n c ia d a  p o r la  p re s e n c ia  de p r o te in a s  e s p e c i f ic a s  -  

capaces de l i g a r l a s  con una g ra n  a f in id a d .
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La te s to s te r o n a  y e l  e s t r a d io l ,  ap a rece n  l ig a d o s  en e l  p lasm a b o v i 

no a la  CBG (G lo b u l in a  c a p ta d o ra  de c o r t ic o s te r o id e s  o t r a s c o r t i n a ) y  p o r  una 

p r o te in a  e s p e c i f ic a  TBP (P ro te in a  l ig a d o r a  de te s to s te r o n a  o e s t r a d io l )  de ca 

p a c id a d  l im i t a d a  y de g ra n  a f in id a d  (MARTIN e t  a l . ,  1 9 76 ).

Los re c e p to re s  c e lu la r e s  a lo s  e s trô g e n o s  son p r o te in a s  s ie n d o  l a  

c o n c e n tra c iô n  de e s ta s  en un t e j i d o ,  l a  que d é te rm in a  su c a p a c id a d  de re sp u e s  

t a .  La a f in id a d  de l ig a m ie n to  de un e s te ro id e  con su r e c e p to r  es d ire c ta m e n -  

te  p r o p o r c io n a l a l a  a c t iv id a d  b io lô g ic a .  E l e s t r a d io l  y la  e s tr o n a  a c tu a n  

d ire c ta m e n te  so b re  l a  c é lu la  s in  m e ta b o lism o  p r e v io ,  re te n ie n d o s e  en e l  nû­

c le o  (JENSEN y JACOBSEN, 1 9 6 2 ).

Los e s trô g e n o s  una vez en e l  t o r r e n te  c i r c u l a t o r i o  pueden a c tu a r  

s o b re  su e fe c to r ,  o s u f r i r  d iv e r s e s  t ra n s fo rm a c io n e s . VELLE (1 9 5 B ), demos- 

t r a b a  l a  a p a r ic iô n  en la  o r in a  de E ^, E ^ fi , y E^o( después de l a  a d m in is t r a -  

c iô n  de E^|^ . Los e s tu d io s  " i n  v i t r o "  han dem ostrado  que la  s a n g re  co m p lé ta  

d e s f ib r in a d a  o lo s  e r i t r o c i t o s  la v a d o s  de vacuno tra n s fo rm a n  r e v e rs ib le m e n te e l 

E^ a E^o( e i r r e v e r s ib le m e n te  e l  E 1 (AXELRDO y WERTHESSEN, I9 6 0 ) ,  (LUNAAS

y VELLE, I9 6 0 ) .

E s to s  fenômenos de in te r c o n v e r s iô n  han s id o  d e m ostrados  ta m b ié n  en 

o t r o s  t e j i d o s ,  como c u l t i v e s  c e lu la r e s  de r in ô n  ( VELLE y ERICHSEN, I9 6 0 ) ,  h i -  

gado y t e s t ic u le s  y en e l  û te ro  de la  r a ta  (PACK y BROOCKS, 1 9 70 ).

Los e s trô g e n o s  pueden e s ta r  en e l  o rg a n is m e , c o n s t itu y e n d o  una r é ­

s e rv a , m e d ia n te  c o n ju g a c iô n  p r in c ip a lm e n te  a g ru p o s  s u l f u r e  o g lu c o ro n o . La 

g lu c o ro n o c o n ju g a c iô n  p a re ce  més e fe c t iv a  d u ra n te  e l  c i c l o  e s t r a l  (MELLIN y 

ERB, 1 9 6 6 ). D u ra n te  la  g e s ta c iô n  HOFFMAN e t  a l .  (1 9 7 6 ) , e n c u e n tra n  una r e la ­

c iô n  de 1 a 10 e n tre  fo rm a s  l i b r e s  y c o n ju g a d a s .

La s u l f o  y g lu c o ro n o -c o n ju g a c iô n  t ie n e n  lu g a r  p r in c ip a lm e n te  en e l  

h ig a d o  (BROOKS y HORN, 1 9 7 1 ), p r in c ip a lm e n te  la  s u l f a ta c iô n  en la  p o s ic iô n  17,^
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En e l  o rg a n ism e  humane se ha dem ostrado  que e l  s u l f a t o  de e s tro n a  

es e l  mayor e s trô g e n o  c i r c u la n t e  en e l  p lasm a d u ra n te  e l  c i c l o  m e n s tru a l 

(BROWN y SMITH, 1971 , HAWKIN y OAKEY, 1974 , RUDER e t  a l . ,  1972) s ie n ­

do e s ta  e l  r e s u l ta d o  de la  s u l f a ta c iô n  de E^ y E ^ . E s te  s u l f a t o  de e s t r o  

na p a re ce  b io lô g ic a m e n te  i n a c t iv e  con un b a jo  MCR (M e ta b il is m  C le a ra n c e  

R a te ) d e b id o  a su l ig a m ie n to  ra p id e  con la  a lb û m in a  (RUDER e t  a l . ,  1 9 7 2 ), 

(LONGCOPE, 1 9 7 2 ).

d ) E x c re c iô n .

Las dos v ia s  mâs im p o r ta n te s  de e x c re c iô n  de e s trô g e n o s  en e l  vacu  

no son la s  heces y l a  o r in a .

La mayor p a r te  de la  e x c re c iô n  se r e a l i z a  a t r a v é s  de la s  heces -

( l e v i n ,  1945) ,  (HAFEZ y ATTAR, 1 9 56 ), en una p ro p o rc iô n  de 3 a 4 d e l t o ­

t a l  de e s trô g e n o s  e x c re ta d o s  (PERKLEV, 1 9 6 4 ).

14
La a p a r ic iô n  de E^ -  16 C, en la  o r in a  después de una in y e c c iô n  -  

in t r a v e n o s a  en l a  v a c a , se e s ta b le c e  en un p ic o  u r in a r io  a la s  3 a 5 ho­

ra s  después de l a  in y e c c iô n ,  m ie n tra s  que e l  p ic o  f e c a l  ap a re ce  e n t re  la s  

8 y 10 h o ra s  (HINT e t  a l . ,  1 9 6 1 ).

MELLIN y ERB, (1 9 6 6 ) e n c o n tra b a n  e l  p ic o  de e x c re c iô n  u r in a r i o  a -
14

la s  8 ô 10 h o ra s , después de la  a d m in is t r a c iô n  de E ^ -1 7 p  -  4 -  C , a p a re -  

c ie n d o  e l  E^(^ en la  o r in a  a p a r t i r  de lo s  30 m in u to s  de la  in y e c c iô n .

En la  o r in a  a p a re ce n  E ^ , E ^^y E^ol , ta n to  d u ra n te  e l  c i c l o  s e x u a l

como en la  g e s ta c iô n ,  c o r re s p o n d ie n d o  lo s  n iv e le s  mâs e le v a d o s  a l  E^ot .

E l E^o^ ha de m ostrado  s e r  e l  m ayor e s trô g e n o  u r in a r i o  en e l  vacuno (NELSON 

y SMITH, 19 63 ), (KUDLAC, 1970) (KLYNE y WRIGHT, 1959 ).

2 .2 .  METODOS CLASICOS DE DETERMINACION DE ESTROGENOS.

2 .2 .1 .  M étodos b io lô g ic o s .
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E s to s  m étodos e s té n  basados en lo s  e fe c to s  p ro d u c id o s  p o r  una hormo 

na s o b re  un a n im a l re a c t iv o ,> a  sea s o b re  e l  a n im a l e n te ro  o so b re  un é rg a n o  re  

c e p to r  a is la d o .

Son num erosos lo s  t e s t  b io lô g ic o s  p a ra  l a  p u e s ta  en e v id e n c ia  de la  

a c t iv id a d  e s t r o g é n ic a , p e ro  e l  p r im e ro  y mâs c lâ s ic o  es e l  t e s t  de A l le n  y 

D o is y  basado en la  q u e r a t in iz a c iô n  d e l e p i t e l i o  v a g in a l de la  ra to n a  c a s t r a d a .

O tro s  t e s t  b io lô g ic o s  han s id o  d e s c r i t o s ,  p e ro  t ie n e n  e l  in c o n v e -

n ie n te  de s e r  la r g o s ,  c o s to s o s  y de b a ja  s e n s ib i l id a d ,  no rm a lm en te  d e l o rd e n

de 1 u g .

Un n o ta b le  in c re m e n to  de l a  s e n s ib i l id a d  se ha o o te n id o  basândose en 

la  re d u c c iô n  d e l t r i f e n i l  t é t r a z o l iu m  p o r  e l  e p i t e l i o  v a g in a l de la  r a to n a ,

24 h o ra s  después de la  a d m in is t r a c iô n  de e s trô g e n o s  (MARTIN, I9 6 0 ) .

2 .2 .2 .  M étodos f lu o r im é t r i c o s  .

E s to s  m étodos e s tâ n  basados en l a  re a c c iô n  de c o lo r  a m a r i l lo  n a -

r a n ja  con f lu o r e s c e n c ia  v e rd o s a , que dan lo s  e s trô g e n o s  cuando se hacen re a c -

c io n a r  con â c id o s  c o n c e n tra d o s  en c a l ie n t e .  E s ta  té c n ic a  c u a n t i t a t i v a  ha s id o  

a p lic a d a  a m p liam e n te  en la  d e te rm in a c iô n  de e s trô g e n o s  n a tu ra le s  (BATES y C0_ 

HEN, 1 9 4 7 ). JAILER (1 9 4 7 ) , o b t ie n s  un s is te m a  b a s ta n te  e s p e c i f ic o ,  de fo rm a 

que o t r a s  s u s ta n c ia s  no e s trô g e n ic a s  no i n t e r f i e r a n  en e l  b la n c o  de la  t é c n i ­

c a , h a c ie n d o  .re a c c io n a r  e l  â c id a  f o s f ô r i c o  con lo s  e s trô g e n o s  a d e te rm in a r .

D eb ido  a que é s ta  té c n ic a  conduce re g u la rm e n te  a l a  s o b re -e s t im a -  

c iô n  de la  c o n c e n tra c iô n  de e s te r o id e s ,  p r in c ip a lm e n te  p o r s u s ta n c ia s  pa­

r a s i t a s ,  BROWN en 1955, m e jo ra  c o n s id e ra b le m e n te  la  s e n s ib i l id a d  h a c ie n d o  una 

h i d r ô l i s i s  â c id a  p r e v ia  en la  o r in a ,  s e g u id a  de una e x t r a c c iô n  con é te r  e t i l i  

co y  c ro m a to g ra f ia  en co lum na so b re  a lu m in a , p a ra  s e p a ra c iô n  de lo s  d i s t i n t o s  

e s te r o id e s .  Con e s te  m étodo se o b t ie n s  una s e n s ib i l id a d  de 1 ng (BROWN e t  

a l ,  1968) r e a l iz a n d o  la s  d e te rm in a c io n e s  en o r in a  de m u je r .
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2 .2 .3 .  M étodos c o lo r im é t r ic o s .

E s té n  basados en la  re a c c iô n  de KOBÉR ( I 9 3 l ) .  La s o lu c io n  f l u o ­

re s c e n te  d i lu î d a  en agua, cuando es c a le n ta d a  p ré s e n ta  un c o lo r  r o jo  v i ­

vo , y la  f lu o r e s c e n c ia  se a te n ù a .

Desde e s ta  p r im e ra  p u e s ta  a p u n to  han s id o  num erosas la s  m o d i f ic a -  

c io n e s  u t i l i z a d a s  p a ra  aum en ta r l a  in te n s id a d  d e l c o lo r  y p o r ta n to  l a  -  

s e n s ib i l id a d . E n tre  e l l a s  l a  mâs im p o r ta n te  es la  re a c c iô n  de ITTRICH, 

( 1950 ) .  E s te  a u to r  de m ues tra  que e l  p ig m e n to  r o jo  fo rm ado  p o r  lo s  e s t r ô -  

genos en la  re a c c iô n  de K obe r puede s e r  e x t r a id o  con una s o lu c iô n  a l  2% 

de n i t r o f e n o l  en c lo ro fo rm o  y  que e s te  c o m p le jo  puede s e r  m edido en un 

e s p e c t ro fo tô m e tro .

A p e s a r de é s to  la  té c n ic a  c o lo r im é t r ic a  s ig u e  s ie n d o  de b a ja  sen­

s i b i l i d a d ,  4  pg , y o t r o s  in t e n te s  como e l  uso de â c id o  h id r o c lô r ic o  (OAKEY 

e t  a l . ,  1 9 6 7 ), no han p o d id o  m e jo r a r la ,  dando una s o b re -e s t im a c iô n  de la  

ta s a  r e a l  de e s trô g e n o s , ta n to  en sa n g re  como en o r in a ,  como s u c e d la  con 

e l  m étodo de f lu o r e s c e n c ia .

2 .2 .4 .  C ro m a to g ra fla  de ga se s .

La c ro m a to g ra f ia  en fa s e  gaseosa con d e te c to r  de c a p tu ra  de e le c t r ô n ,  

lo g r ô  un c o n s id e ra b le  in c re m e n to  de l a  s e n s ib i l id a d  y e s p e c i f ic id a d  en la  

d e te rm in a c iô n  de e s trô g e n o s  en l iq u id a s  b io lô g ic o s .

WOTIZ e t  a l . ,  (1 9 6 ? ) d e s c r ib ie r o n  un m étodo que i n c lu la  p u r i f i c a c iô n  

p r e v ia  con h i d r ô l i s i s  y e x t r a c c iô n ,  c o n s ig u ie n d o  una s e n s ib i l id a d  de 2 ng .

E s ta  misma té c n ic a  u t i l i z a  SAUNDERS (1 9 7 6 ) p a ra  d e te rm in a c iô n  de -  

e s trô g e n o s  en la  o r in a  de o v e ja .

En lo s  p r im e ro s  t r a b a jo s  de ATTAL (1 9 6 7 ) , se d e s c r ib e  un m étodo de 

d e te rm in a c iô n  de e s te ro id e s  en p lasm a s a n g u in e o . Después de la  p u r i f i c a ­

c iô n ,  lo s  e s trô g e n o s  son tra n s fo rm a d o s  en d e r iv a d o s  ha lo gen ado s  p a ra  o b -  

te n e r  com puestos de e le c t r o - a f in id a d  e le v a d a .
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P ara  lo s  e s trô g e n o s  l a  in te n s id a d  de c a p tu ra  de lo s  e le c t r o n e s  e s ­

té  en fu n c iô n  d e l h a lô g e n o  y d e l numéro de étom os de e s ta  h a lô g e n ô , Corr un mé­

to d o  de p re p a ra c iô n  de d e r iv a d o s ,  3 -p e n ta f lu o ro b e n z o a to  o b t ie n s  una s e n s ib i ­

l id a d  p a ra  la  e s tr o n a  de 0 ,3  ng .

2 .2 .5 .  M étodo CPB (U n io n  c o m p e t i t iv e  con p r o te in a )

Muchas s u s ta n c ia s  en l a  sa n g re  se e n c u e n tra n  l ig a d a s  a p r o te in a s  

p la s m ô t ic a s ,  y en a lg u n o s  c a so s , e s ta  u n iô n  es de una g ra n  e s p e c i f ic id a d  y de 

un a l t o  g ra d o  de a f in id a d ,  como sucede con la s  horm ones e s te ro id e s  (MURPHY, 

1 9 6 4 ).

E s te  hecho d iô  lu g a r  a l a  p u e s ta  a p u n to  de una té c n ic a  d e n o m in a - 

da "U n iô n  C o m p e t it iv e  con una P r o te in a "  (C o m p e t it iv e  P r o te in  B in d in g  o CPB).

S i una s u s ta n c ia  m arcada con un is ô to p o  ( S * ) ,  es a n a d id a  a un p lasm a que c o n ­

t ie n s  esa misma s u s ta n c ia  no marcada (s), y una c a n t id a d  l im i t a d a  de su p r o ­

t e in a  e s p e c l f ic a  c o n ju g a d o ra  ( P ) , se e s ta b le c e ré  un e q u i l i b r i a  d in é m ic o  e n t re

(s) y ( P ) ,  y (s*) se d i s t r i b u i r é  d e pend iend o  de la  c a n t id a d  de (S ) e x is te n te

en e l  m edio  (MURPHY, 1 9 6 4 ).

E s te  t i p o  de a n é l i s i s  ha s id o  denom inado de manera muy d i f e r e n t e s ,

s ie n d o  la s  més comunes la s  de " A n é l is is  de S a tu ra c iô H ", " A n é l is is  de E q u i l i b r i o ,"" 

R a d io a n é lis id ', "  A n é l is is  p o r  U n iôn  C o m p e t it iv e  con una P ro te ine t" y e l  d e ""A n é li­

s i s  de S a tu ra c iô n ” (ZETTNER, 1 9 73 ).

P r in c ip a lm e n te  son l a  CBG ( C o r t ic o e s te r o id  B in g in g  G lo g u l in  o T ra n s  

c o r t in a ) q u e  l i g a  e s p e c if ic a m e n te  lo s  e s te ro id e s  C^^ y la  SBP ( S te r o id  B in d in g  

P r o te in )  que l i g a  e s te ro id e s  C ^^  y C ^^ , la s  p r o te in a s  més comun m ente u t i l i z a d a s  

en e s te  t i p o  de a n é l i s i s  (MARTIN e t  a l . ,  1 9 76 ).

E s te  m étodo fu é  d e f in id o  p o r  MURPHY (1 9 7 0 ) como a q u e l la  fo rm a de 

a n é l i s i s  de s a tu ra c iô n  en e l  c u a l la  m o lé c u la  re a c c io n a n te  es una p r o te in a  de 

g ra n  a f in id a d  y e s p e c i f ic id a d  p a ra  o t r a s  m o lé c u la s  con la s  c u a le s  a c tû a  como 

a g e n te  c o n ju g a d o r.
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Los p r im e ro s  a n é l i s i s  fu e ro n  d e te rm in a d o s  en a q u e l lo s  e s te ro id e s  

cuya p r o te in a  c o n ju g a d o ra  e s p e c i f ic a  se e n c u e n tra  en la  s a n g re , como es e l  -  

caso  de la  d e te rm in a c iô n  de c o r t ic o id e s  con la  CBG o t r z n s c o r t in a  (MURPHY,

1 9 6 7 ).

KORENMAN (1 9 6 8 ) de m ostraba  que e l  e s t r a d io l  se u n ia  con g ra n  a f i n i  

dad y e s p e c i f ic id a d  a m a cro m o lé cu la s  s o lu b le s  o b te n id a s  d e l u te ro  de c o n e ja  en 

e l  s e x to  d ia  de g e s ta c iô n .  Baséndose en e s te  m étodo r e a l i z e  la s  p r im e ra s  d e -  

te rm in a c io n e s  de e s t r a d io l  en e l  p lasm a de m u je r , p o r  l a  g ra n  e s p e c i f ic id a d  

de l a  u n iô n  de e s te  e s trô g e n o  a l a  p r o te in a  d e l c i t o s o l  u t e r in o  de la  c o n e ja .  

(KORENMAN e t  a l . ,  1 9 6 9 ). E s te  m étodo fu é  u t i l i z a d o  p o r  CORKER e t  a l . ,  (1 9 7 0 )y 

una v a r ia c iô n  d e l mismo fu é  la  u t i l i z a c i ô n  de l a  f r a c c iô n  m o le c u la r  s o lu b le  

d e l u te ro  de o v e ja  o v a r ie c to m iz a d a  o c i t o s o l  u te r in o  de la  o v e ja  (SHUTT ^1969) 

(SHUTT y C 0 X ,1 9 7 3 ).

E s te  m étodo es de una g ra n  e s p e c i f ic id a d ,  a lc a n za n d o  una s e n s ib i l i  

dad de 10 pg y un v a lo r  b ia n c o  p rô x im o  a l  0 (KORENMAN e t  a l . ,  1 9 6 9 ).

2 .3 .  RA010INMUNQANALI3I5 OE HORMONAS. E5TEBQI0E5..

2 .3 .1 .  P r in c ip le s  de ra d io in m u n o lo g îa  (R IA )

La té c n ic a  de r a d io in m u n o a n é l is is  o a n é l i s i s  ra d io in m u n o lo g ic o  e s té  

basada en la  o b s e rv a c iô n  o r ig i n a l  de BERSON y YALLOW (1 9 5 9 ) en la  c u a l , hormo 

nas a n t ig é n ic a s  m arcadas ( in s u l in a )  pueden s e r  d e te c ta d a s  p o r  su ca p a c id a d  de 

u n ir s e  a b a ja s  c o n c e n tra c io n e s  de un a n t ic u e rp o  e s p e c i f ic o .  O tra s  horm onas, 

no m arcadas en c o n c e n tra c iô n  d e s c o n o c id a , pueden s e r  m e d idas , te n ie n d o  en cuen 

t a ,  la  c o m p e t ic iô n  f i s ic o - q u im ic a  que se p ro d u ce  en e l  m e d io , e n t re  la  hormona 

m arcada y la  hormona a d e te rm in a r .

P o r ta n to  e l  p r in c ip io  d e l ra d io in m u n o a n é l is is  se basa en l a  compe­

t i c i ô n  e n tre  un a n t ig e n o  (A g ) y e l  mismo a n t ig e n o  m arcado con un is ô to p o  (Ag ) ,  

f r e n t e  a su a n t ic u e rp o  e s p e c i f ic o .  Cuando una c a n t id a d  v a r ia b le  de a n t ig e n o  

no m arcado se e n c u e n tra  en e l  m edio  se p ro d u ce n  lo s  e q u i l i b r i o s  s ig u ie n te s :
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Ag + Ac '  Ag-Ac

Ag — Ac

S ie n d o  c o n s ta n te s  la s  c a n t id a d e s  de Ag y A c , to d o  in c re m e n to  d e l 

a n t ig e n o  Ag supone una re d u c c io n  de Ag f i j a d o  a A c, y  un aum ento de l a  can­

t id a d  de Ag l i b r e  ( FRANCHIMONT, 1 9 7 0 ). D ich o  de o t r a  fo rm a  l a  p r o p o rc iô n  

de A g * lig a d o  a Ac (F ra c c iô n  B , bound o l ig a d a )  y l a  de Ag^ l i b r e  ( f r a c c iô n  F , 

F ree  o l i b r e )  e s té n  en fu n c iô n  d i r e c t e  de la  c a n t id a d  de Ag p re s e n ts  en e l  me 

d io .

E s te  fenômeno de c o m p e tic iô n  de lo s  a n t ig è n e s  con la s  zonas de a c o -  

p la m ie n to  d e l a n t ic u e rp o  s ig u e  la  le y  de a c c iô n  de masas (SKELLEY e t  a l ,  1 9 7 3 ).

La p r im e ra  c o n d ic iô n  p a ra  r e a l i z a r  un a n é l i s i s  r a d io in m u n o lô g ic o  es 

d is p o n e r  de una hormona con ca p a c id a d  a n t ig é n ic a  (FRANCHIMONT, 1 9 7 0 ).

Las p r im e ra s  s u s ta n c ia s  a n a liz a d a s  con e s ta  té c n ic a  fu e ro n  a q u e l la s  

que son a n t ig é n ic a s  " p e r  s e "  como la s  hormonas p o l ip e p t id ic a s ,  m ie n tra s  que 

e l  a n é l i s i s  de la s  horm onas e s te ro id e s  con peso m o le c u la r  menor de 1000, p ré ­

s e n ta  c ie r t a s  p a r t ic u la r id a d e s . E s ta s  hormonas p a ra  s e r  a n t ig é n ic a s ,  n e c e s i-  

ta n  s e r  a c o p la d a s  a una p r o te in a  com portandose  e n to n ce s  como un "h a p te n o "  (L IE  

BERMAN e t  a l . ,  1 9 59 ).

ERLANGER e t  a l . ,  (1 9 5 8 ) y ERLANGER e t  a l . ,  (1 9 6 7 ) ,  o b t ie n e n  a n t ic u e r  

pos en e l  c o n e jo  m e d ia n te  un a n t ig e n o  o b te n id o  co n ju g a n d o  lo s  e s te ro id e s  a la  

BSA (s e ro  a lb û m in a  de b o v in o ) ,  u n ie n d o  la  p r o te in a  en e l  ca rb o n o  3 (C ^ ) d e l 

a n i l l o  A d e l n û c le o  e s te ra n o , m e d ia n te  e n la c e  c o v a le n te  en lo s  g ru p o s  am ida 

de lo s  re s id u o s  de U s in a .

FERIN e t  a l . ,  (1 9 6 8 ) u t i l i z a n d o  como a n t ig e n o  e l  1 7 (9 -e s tra d io l hem i 

s u c c in a to -B S A , o b t ie n e  a n t ic u e rp o s  capaces de i n h i b i r  lo s  e fe c to s  b io lô g ic o s  

de la  a d m in is t r a c iô n  de e s t r a d io l  a a n im a le s  de e x p e r im e n ta c iô n .
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U t i l i z a n d o  e s te  a n t ic u e rp o  ABRAHAM (1 9 6 9 ) , p u b l ic a  e l  p r im e r  a r ­

t i c u l e  en e l  que se d e s c r ib e  un ra d io in m u n o a n é l is is  de 17/3 -  e s t r a d io l  en e l  

p lasm a de m u je r .

2 . 3 . 2 .  O b te n c iô n  de a n t ic u e rp o s  a n t ie s t r ô g e n o s .

E l d e s a r r o l lo  de un r a d io in m u n o a n é l is is  e s p e c i f ic o  p a ra  una s u s ­

ta n c ia  depende de la  o b te n c iô n  de un a n t ic u e rp o  con t i t u l o ,  a f in id a d  y e s p e c i 

f i c id a d  adecuadas (üDELL e t . ^ a l ,  1 9 71 ).

Una vez co n se g u id o  e l  c o m p le jo  a n t ig é n ic o  e s te r o id e - p r o te in a  se 

pueden o b te n e r  a n t ic u e rp o s  m e d ia n te  in m u n iz a c iô n  a c t iv a  en a n im a le s  de e x p e r i  

m e n ta c iô n , lo g ré n d o s e  un ra d io in m u n o a n é l is is  " h a p té n ic o "  p a ra  la  c u a n t i f i c a -  

c iô n  s e n s ib le  y e s p e c i f ic a  de s u s ta n c ia s  de b a jo  peso m o le c u la r  (MIDGLEY e t  

a l . ,  1969 a ) .

La p re p a ra c iô n  de e s to s  c o m p le jo s  se lo g r a ,  u n ie n d o  lo s  g ru p o s  l i  

b re s  c a r b o x i lo s  d e l e s te r o id e ,  con lo s  c a r b o x i lo s  de lo s  g ru p o s  g -a m in o  de 

lo s  re s id u o s  de U s in a  de la  s e ro  a lb u m in a  humana o de vacuno m e d ia n te  e l  uso 

de la  c a r b o d i im id a  en con d e n sa c iô n  (ODELL e t  a l . ,  1 9 7 2 ) , (ABRAHAM 19 73).

A p a r t i r  d e l p r im e r  a n t is u e ro  a n t ie s te r o id e  o b te n id o  p o r  FE­

RIN e t  a l .  1 9 6 8 ), u t i l i z a n d o  como a n t ig e n o  un d e r iv a d o  s u c c in i l - B S A ,  a p a rece n  

g ra n  c a n t id a d  de a n t is u e r o s ,  to d o s  e l l o s ,  d e r iv a d o s  s u c c in i l  o h e m is u c c in i l ,  

c o n ju g a d o s  a l a  p r o te in a  tra n s p o r ta d o ra  (BSA) en p o s ic iô n  ô Todos es

to s  a n t ig e n o s  en lo s  c u a le s  e l  e s te ro id e  se une a la  p r o te in a  a t ra v é s  de lo s  

a n i l l o s  A 6 0 dan a n t ic u e rp o s  con una f u e r t e  re a c c iô n  c ru za d a  (JEFFCOATE y 

SEARLE, 1972) y no l le g a n  a s e r  e s p e c i f ic o s  p a ra  una d e te rm in a d a  hormona (DOERR, 

1 9 73 ).

NISWENDER y MIDGLEY ( l9 7 0 ) ,  s u g ie re n  que la  in m u n iz a c iô n  con e s t r ô  

genos l ig a d o s  a la  p r o te in a  t r a n s p o r ta d o ra  en p o s ic io n e s  més re m ota s  de sus 

g ru p o s  c a r a c t e r i s t i c o s , p o d ia n  d a r a n t ic u e rp o s  més e s p e c i f ic o s .  P o s te r io rm e n -  

t e  quedô d e m ostrado  que la  e s p e c if id a d  d e l a n t is u e r o  depende d ire c ta m e n te  d e l
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lu g a r  d e l e n la c e  d e l e s te r o id e  con la  p r o te in a  (LINDNER e t  a l . ,  1972 b ) ,  cuando 

e l  e n la c e  se r e a l iz e  en lo s  re s id u o s  de l i s i n a  v ia  6 -c a rb o x im e t i lo x im a -B S A  

lo s  a n t ic u e rp o s  o b te n id o s  son de una g ra n  e s p e c i f ic a d  (DRAY e t  a l . ,  1971)

(DEAN e t  a l . ,  1971 , KUSS y GDEBEL 1 9 7 2 ).

Una g ra n  v a r ie d a d  de p ro c e d im ie n to s  de in m u n iz a c iô n  son em plea  

dos p a ra  la  p ro d u c c iô n  de a n t ic u e rp o s  a n t ie s t r ô g e n o s ,  p e ro  e l  p ro c e s o  gene­

r a l  c o n s is te  en in y e c t a r  a lo s  a n im a le s  e l  a n t ig e n o  p u ro  d i l u i d o  en s u e ro  f i  

s io lô g ic o  en e m u ls iô n  con un a d y u v a n te ,g e n e ra lm e n te  c o m p lè te  de F re u n d , e l  

c u a l e s ta  com puesto de una m ezc la  de a c e it e s  m in é ra le s ,  que re t r a s a n  l a  a b s o r

c iô n  d e l a n t ig e n o ,  y b a c i lo s  tu b e rc u lo s e s  m u e rto s  que in c re m e n ta n  l a  re a c c iô n

in m u n o lô g ic a  (SKELLEY e t  a l . ,  1 9 73 ).

E l a n im a l de e x p e r im e n ta c iô n  mâs comunmente u t i l i z a d o  es e l  cone

jo  p o r  su f a c i l i d a d  de m ane jo , s e g u id o  de l a  o v e ja ,  cobaya y c a b ra  (NIESCHLAG 

e t  a l . ,  1 9 7 5 ).

La v ia  de in y e c c iô n  v a r ia  desde la  su b c u té n e a , in t r a d é r m ic a , i n ­

t ra m u s c u la r  e i n t r a p e r i t o n e a l , h a s ta  la  in t r a v e n o s a .  La in t r a d é r m ic a  es

de g ra n  u t i l i d a d  p o r  la  f u e r t e  re a c c iô n  in m u n o lô g ic a  que p ro d u c e , n e c e s ita n d o  

una m in im a c a n t id a d  de a n t ig e n o  (V A ITU K A IT IS  e t  a l . ,  1 9 71 ).

E l p ro c e d im ie n to  de in m u n iz a c iô n  p ré s e n ta  en l in e a s  g é n é ra le s  p o - 

ca s  d i f e r e n c ia s  e n t re  lo s  a u to re s  que han d e s c r i t o  d i s t i n t o s  m é todo s . E s e n c ia l 

mente ae d i fe r e n c ia n  en e l  t i p o  de a n t ig e n o  y p u re za  d e l m ism o, c a n t id a d  de 

a n t ig e n o  p o r  in y e c c iô n ,  d u ra c iô n  de la  in m u n iz a c iô n , t i p o  de in y e c c iô n ,  a n i ­

mal de e x p e r im e n ta c iô n , e t c . .  En c u a lq u ie r  caso la  c a l id a d  d e l a n t is u e r o  ob­

te n id o  depende d ire c ta m e n te  d e l a n t ig e n o  u t i l i z a d o  y p o r  e s to  damos a c o n t in u a  

c iô n  una r e la c iô n  de lo s  t r a b a jo s  mâs im p o r ta n te s  que d e s c r ib e n  l a  o b te n c iô n  

de a n t ic u e rp o s  a n t i - e s t r ô g e n o s ,  a s i  como e l  t i p o  de a n t ig e n o  u t i l i z a d o .

Los p r im e ro s  a n t ic u e rp o s  a n t ie s t rô g e n o s  fu e ro n  o b te n id o s  con a n t i ­

genos s im p le s ,  como e l  E ^ - 17,3 - s u c c in i l - B S A  (FERIN e t  a l . ,  1968, ABRAHAM 1969, 

MIKHAIL e t  a l . ,  1 9 70 ), que daban como r e s u lta d o  a n t ic u e rp o s  de b a ja  e s p e c i f i ­

c id a d .  E s te  mismo a n t ig e n o  fu é  u t i l i z a d o  ta m b ié n  en e x p e r ie n c ia s  p o s te r io -
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re s  (AOKI y ARESCHISHIN 1971, EDQUIST y JOHANSSON 1972) p r in c ip a lm e n te  con -  

d e r iv a d o s  en lo s  c u a le s  la  p r o te in a  e s ta  u n id a  a la  m o lé c u la  de e s te r o id e  en 

la  p o s ic iô n  17 (HOFFMAN 1972, POWELL y STEVENS 1973, WRIGHT e t  a l . ,  1 9 7 3 ).

Los d e r iv a d o s  d e l h e m is u c c in a to  han s id o  ta m b ié n  u t i l i z a d o s  como 

a n t ig e n o s ,  con u n iô n  de la  p r o te in a  en d i s t i n t a s  p o s ic io n e s  (WU y LUNOI 1971, 

ROBERTSON e t  a l . ,  1 9 7 2 ), p r in c ip a lm e n te  en la  p o s ic iô n  3 d e l E ^ - 1 "^  - 3  h e -

m is u c c in a to -B S A , (MIOGLEY y NISWENOER 1970, OOERR e t  a l . ,  1973, EXLEY y W000_ 

HAMS 1976) I 

a l . ,  1 9 7 4 ).

HAMS 1976) ô la  p o s ic iô n  11, (E ^ -  17(3 - 1 1  h e m is u c c in a to -B S A ) (HOLLANDER e t

La u n iô n  de la  p r o te in a  en la  p o s ic iô n  6 ,  ya sea BSA (KUS y GOEBËL 

1972) ô la  HSA (JEFFCOATE y SEARLE 1 9 7 2 ), fu é  u t i l i z a d a  p o r  d iv e rs o s  a u to re s ,  

p o r  la  a l t a  e s p e c i f ic id a d  que dâ e s te  t ip o  de a n t ig e n o ,  e s p e c ia lm e n te  lo s  de ­

r iv a d o s  Eg -  17/i -6 -0 -C a rb o x im e t ilo x im a -B S A  (ORAY e t  a l . ,  1971, DEAN e t  a l . ,  

1971, LINDNER e t  a l . ,  1972a, EXLEY 1 9 7 2 ), a s i  como o x o e s t r a d io l  (EXLEY e t  a l .  

1971) y c e t o - e s t r a d io l  (NIESCHLAG e t  a l . ,  19 75).

2 .3 .3 .  C a r a c te r is t ic a s  de lo s  a n t is u e ro s  a n t ie s t e r o id e s .

Las c a r a c t e r is t ic a s  de un a n t is u e ro  a n t ie s te r o id e  v ie n e n  d e te rm in a -  

das p o r  su t i t u l o ,  a f in id a d  y e s p e c i f ic id a d .

a ) T i t u lo

E l t i t u l o  de un a n t ic u e rp o  se d é te rm in a  m e d ia n te  la  in c u b a c iô n  de 

v a r ia s  d i lu c io n e s  con un e s te r o id e  m arcado , en un vo lum en d e te rm in a d o  de s o lu  

c iô n  tam pôn, a una te m p e ra tu ra  y t ie m p o  f i j a d o s .  La d i lu c iô n  de a n t is u e r o  que 

l i g a  e l  50% d e l t r a z a d o r  m arcado b a jo  esas c o n d ic io n e s  d e f in e  e l  t i t u l o  (ABRA 

HAM, 1 9 74 ).

P ara ODELL e t  a l . ,  ( I 9 7 l ) ,  e l  t i t u l o  de un a n t ic u e rp o  s é r ia  la  con -  

c e n t ra c iô n  o p tim a  d e l m ism o, cuando la  r e la c iô n  f r a c c iô n  l i g a d a / l i b r e  es a p ro -  

x im adam ente 1. En e s ta s  c o n d ic io n e s  la  s e n s ib i l id a d  y p r e c is iô n  d e l a n é l i s i s  

son ô p tim a s .
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La im p o rL a n c ia  de l a  ta s a  de a n t ic u e rp o s  en un a n t is u e r o  ra d ic a  u n i 

cam ente en la  p o s ib i l id a d  de r e a l i z a r  un numéro m ayor de a n é l i s i s  con  un mismo 

vo lum en (SKELLEY e t  a l . ,  1 9 73 ).

E l  t i t u l o  d e l a n t ic u e rp o  depende de l a  d u ra c iô n  de la  in m u n iz a c iô n ,

de l a  d o s is  de a n t ig e n o  y  de la  v ia  de a d m in is t r a c iô n  de e s te  (ODELL e t  a l . ,

1 9 71 ).

ABRAHAM (1 9 7 3 ) ,  o b t ie n e  e l  n iv e l  més e le v a d o  de a n t ic u e rp o s  a lo s

6 u 8 meses de in m u n iz a c iô n , con una d o s is  de 2 mg de a n t ig e n o  p o r  in y e c c iô n ,

u t i l i z a n d o  l a  v ia  su b cu té n e s  en l a  o v e ja .

U t i l iz a n d o  la  v ia  in t r a d é r m ic a  en e l  c o n e jo ,  con 1 mg de a n t ig e n o  

p o r  in y e c c iô n ,  NIESCHLAG e t  a l . ,  (1 9 7 5 ) , o b t ie n e  e l  t i t u l o  més a l t o  de a n t i ­

c u e rp o s  a la s  10 semanas de in m u n iz a c iô n .

b )  A f in id a d

La a f in id a d  c o n s ta n te  de un a n t ic u e rp o  se d e f in e ,  como la  r e c ip r o  

c id a d  e n t re  la  c o n c e n tra c iô n  m o la r d e l e s te ro id e  l i b r e  y l a  s a tu ra c iô n  m edia 

de lo s  lu g a re s  de e n la c e  d e l a n t ic u e rp o  (ABRAHAM,1 9 7 4 ).

Los a n t is u e ro s  a n t ie s te r o id e s  son h e te ro g é n e o s  y c o n t ie n e n  v a r ia s  

in m u n o g lo b u lin a s  con d i f e r e n t e  c o n c e n tra c iô n ,  a f in id a d  y e s p e c i f ic id a d .  P o r 

ta n to ,  la  a f in id a d  c o n s ta n te  es un v a lo r  in f lu e n c ia d o  p o r  la  p o b la c iô n  de i n ­

m u n o g lo b u lin a s  .

E l e n la c e  a n t ig e n o  a n t ic u e rp o ,  obedece a la  Ley de a c c iô n  de masas:
%1

Ab + H -, *  Ab. H

Las in m u n o g lo b u lin a s  con mayor p ro d u c to  K .Ab no p roduce n  s ie m p re  

una m ayor e s p e c i f ic id a d  y a f in id a d ,  y a veces es v e n ta jo s o  f r a c c io n a r  e l  a n t i  

s u e ro  y t e s t a r  la s  c a r a c t e r is t ic a s  de la s  f r a c c io n e s  de la s  in m u n o g lo b u lin a s  

in d iv id u a lm e n te .
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c )  E s p e c i f ic id a d

La e s p e c i f ic id a d  de un a n t is u e r o  se d e f in e  como la  l i b e r t a d  de i n -  

te r f e r e n c ia  con  o t r o s  e s te ro id e s  d i s t i n t o s  a l  que se q u ie re  m e d ir  y es l a  c a -  

r a c t e r l s t i c a  que d e f in i t iv a m e n te  d é te rm in a  su uso (NISWENDER e t  a l . ,  1 9 7 5 ).

Lo s  a n t ic u e rp o s  no s u e le n  s e r  to ta lm e n te  e s p e c i f ic o s  de un s o lo  

ha p ten o  y g e n e ra lm e n te  pueden l i g a r  o t r a s  s u s ta n c ia s  de e s t r u c tu r a  p a re c id a  a l  

ha p ten o  d e l que e s té n  c o n s t i t u id o s  (ABRAHAM ,19 69 ). La e s p e c i f ic id a d  se d e te r  

m ina m e d ia n te  l a  re a c c iô n  c ru z a d a . P ara  d e te rm in a r  é s ta  se in c u b a  e l  a n t is u e  

ro  con su e s te r o id e  e s p e c i f ic o  (S)  y una c a n t id a d  f i j a  de ( S * ) .  Ig u a lm e n te  se 

in c u b a  e l  a n t is u e r o  con o t r o  e s te r o id e  ( x )  y la  misma c a n t id a d  f i j a  de ( S * ) .  

Tomando a r b i t r a r ia m e n te  la  re a c c iô n  c ru za d a  d e l e s te ro id e  S como d e l ; 100% la  

d e l o t r o  e s te r o id e  X , ven d ra  d e te rm in a d a  p o r  su c a p a c id a d  de d e s p la z a m ie n to  d e l 

e s te ro id e  m arcado S .

R eacc iô n  c ru xa d a  de Masa de S n e c e s a r ia  p a ra  d e s p la z a r  50% de

un e s te ro id e  X Masa de X n e c e s a r ia  p a ra  d e s p la z a r  50% de S

E s te  m étodo fu é  d e s c r i t o  p o r  ABRAHAM e t  a l .  (1 9 7 0 )

ODELL e t  a l .  (1 9 7 2 ) d e f in e n  la  e s p e c i f ic id a d ,  como e l  g ra d o  con e l  

c u a l e l  a n t ic u e rp o ,  re a c c io n a  s ô lo  con l a  hormona que va a s e r  a n a l iz a d a .

La e s p e c i f ic id a d  v a r ia  con e l  tie m p o  de in m u n iz a c iô n , de pe n d ie n d o  

e l  in c re m e n to  d e l lu g a r  de e n la c e  e s te r o id e - p r o te in a  (ABRAHAM, 1 9 74 ).

Aunque son muchos lo s  fa c to r e s  que pueden a fe c ta r  a la  e s p e c i f i c i  

da d , e l  més im p o r ta n te  es e l  lu g a r  donde la  p r o te in a  se c o n ju g a  con la  m o lé ­

c u la  de e s te ro id e  (NISWENOER e t  a l . ,  19 75).

En lo s  p r im e ro s  a n t ic u e rp o s  a n t ie s t rô g e n o s  (FERIN e t  a l . ,  1968) la  

p r o te in a  a p a re ce  co n ju g a d a  en lo s  ca rb o n o s  3 ô 17 ( a n i l l o s  A y O) m e d ia n te  lo s  

g ru p o s  h i d r o x i l  o c e to n a , que son lo s  que c o n f ie r e n  e s p e c i f ic id a d  a esa m olécu 

la .  Cuando se p roduce n  a l te r a c io n e s  en la  e s t r u c tu r a  de e s to s  g ru p o s , la  e s ­

p e c i f ic id a d  d e l a n t ic u e rp o  o b te n id o  queda d is m in u id a  (ABRAHAM, 19 74).
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Como r e s u l t a d o ,e s to s  a n t ic u e rp o s  p r in c ip a lm e n te  d e r iv a d o s  s u c c i­

n i l  o h e m is u c c in a to  con la  p r o te in a  en p o s ic iô n  3 ô 17 dânuna f u e r t e  re a c c iô n  

c ru z a d a .

La c o n ju g a c iô n  de la  p r o te in a  en lo s  c a rb o n o s  d is t a le s  de lo s  g ru  

pcs  a c t iv o s  h i d r o x i l  o c e to n a  c o n f ie r a  a lo s  a n t ic u e rp o s  una g ra n  e s p e c i f i c i ­

dad , p r in c ip a lm e n te  en e l  a n i l l o  B ,  6 -0 -C a r b o x im e t i lo x im a  -BSA, (ORAY e t  a l . ,  

1971 , KUS y GOEBELL, 1972 , EXLEY e t  a l . ,  1971 , LINDNER e t  a l . ,  1972 b ) .

La e s p e c i f ic id a d  d e l a n t is u e r o  depende ta m b ié n  de la  p u re za  d e l 

a n t ig e n o ,  p r in c ip a lm e n te  en a q u e l lo s  a n t ig e n o s  con c o n ju g a c iô n  de l a  p r o t e i ­

na en e l  ca rb o n o  17. (HOLLANDER e t  a l . ,  1974) (EXLEY y WOODHAMS 1 9 7 6 ).

2 .3 .4 .  M e to d o lo g ia  d e l a n é l i s i s  ra d io in m u n o lô g ic o . .

P re v ia m e n te  a la  re a c c iô n  in m u n o lô g ic a  e n t re  a n t ig e n o  y a n t ic u e r ­

po y d e b id o  a la  e s p e c i f ic id a d  d e l a n t is u e r o  y la  d é b i l  c o n c e n tra c iô n  de e s ­

trô g e n o s  en e l  p lasm a , se hacen n e c e s a r ia s  una s e r ie  de e ta p a s  que in c lu y e n  

la  p u r i f i c a c iô n  de lo s  e s te r o id e s .

a ) H id r ô l i s i s .

Los e s trô g e n o s  a p a re ce n  en e l  p lasm a en p a r te  co n ju g a d o s  g ru p o s  

s u l f a t o  y g lu c u ro n a to .  Una manera de d e te rm in a r  e s to s  e s trô g e n o s  co n ju g a d o s  

en e l  p lasm a ô en la  o r in a  es m e d ia n te  a n t is u e ro s  a n t ie s t rô g e n o s  co n ju g a d o s  

(KELLIE  e t  a l . ,  1972) con e l  in c o n v e n ie n te  de que no s u e le n  s e r  e s p e c i f ic o s ,  

n i  de un s o le  g ru p o  n i  de un s o lo  e s trô g e n o .

Las té c n ic a s  c lé s ic a s  se basan en la  h i d r ô l i s i s  de lo s  c o n ju g a ­

d o s , p r e v ia  a la  e x t r a c c iô n .

Con la  h i d r ô l i s i s  e n z im é t ic a  GOMES e t  a l . ,  (1 9 6 5 ) , o b t ie n e n  buenos 

r e s u lta d o s  u t i l i z a n d o  /3 - g lu c u ro n id a s a  y  a r i l  s u l fa ta s a  de m o lu scos  (H e l ix  

p o m a tia ) .

E s to s  enz im as de m o luscos  a p a re ce n  més e fe c t iv o s  que la  /3 - g lu c u  

ro n id a s a  de m am ife ro s  (WILLIAMSON y LAYNE 1970) (ADKY y ARESCHYSHYN, 1971)
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o a q u e l la s  p ro v e n ie n te s  d e l S c h e r ic h ia  c o l i  (CROWLEY y ROSSER ,1973).

E s to s  m étodos e n z im é t ic o s  se basan en l a  a c c iô n  de la s  en z im as  a 

379C en un m édio é c id o ,  (pH 4 ,8 )d ire c ta m e n te  so b re  e l  p lasm a o l a  o r in a .

Los m étodos q u im ic o s  mâs u t i l i z a d o s  se basan en la  a c c iô n  de é c i_  

dos en c a l ie n t e  ( c lo r h id r ic o  o s u l f û r i c o )  aunque t ie n e n  e l  in c o n v e n ie n te  de 

p ro v o c a r  m o d if ic a c io n e s  en l a  e s t r u c tu r a  de a lg u n a s  s u s ta n c ia s .

O tro s  m é todos, como la  s o l v o l i s i s ,  son b a s ta n te  e fe c t iv o s  u t i l i ­

zando l a  m ezc la  m e ta n o l-â c id o  a c é t ic o  -  a c e ta to  de e t i l o  ( l / 9  v . v )  a 459C 

(LORIAUX e t  a l . ,  1 9 7 1 ). E s te  m étodo t ie n e  e l  in c o n v e n ie n te  de su f a l t a  de 

a c c iô n  s o b re  lo s  g lu c u ro n o c o n ju g a d o s .

b ) E x t ra c c iô n  .

La e x t r a c c iô n  de lo s  e s te ro id e s  d e l p lasm a es e l  p r im e r  paso en 

l a  p u r i f i c a c iô n .  Los s o lv e n te s  mâs comunmente u t i l i z a d o s  en l a  e x t r a c c iô n  

de e s trô g e n o s  son e l  é t e r  e t î l i c o ,  e l  d ic lo ro m e ta n o  y e l  benceno .

E l é te r  e t i l i c o  que a p a re ce  en lo s  p r im e ro s  t r a b a jo s  de ra d io in m u n o a -  

n â l i s i s  de e s t r a d io l  (ABRAHAM 1969 , MIKHAIL e t  a l . ,  1970) es de una g ra n  e f ^  

c a c ia  en la  e x t r a c c iô n ,  y  l a  s e p a ra c iô n  de la  fa s e  o rg a n is a  y acuosa es s e n - 

c i l l a .  T ie n e  e l  in c o n v e n ie n te  de d a r  un b la n c o  e le v a d o  s i  no es d e s t i la d o  p re

v ia m e n te  a su uso (CASTANIER y SCHOLLER 1 9 70 ).

E l d ic lo ro m e ta n o  ha s id o  u t i l i z a d o  p o r  TERQUI e t  a l .  (1 9 7 3 ) y (TH][ 

BIER y SAUMANOE, 1 9 7 5 ), s ie n d o  e l  p o rc e n ta je  de e x t r a c c iô n  ta n  e le v a d o  como e l

é te r  y e l  b la n c o  d e s p re c ia b le ,  p e ro  t ie n e  e l  in c o n v e n ie n te  de l a  d i f i c u l t a d  en

la  s e p a ra c iô n  de la s  dos fa s e s .

O tro s  muchos s o lv e n te s  han s id o  u t i l i z a d o s  s ie n d o  e l  més im p o r ta n ­

te  e l  benceno (ROBERTSON e t  a l . ,  1972) qoe t ie n e  e l  in c o n v e n ie n te  de la  a l t a  

to x ic id a d  de sus v a p o re s .

c )  C ro m a to g ra f ia  .

En e l  r a d io in m u n o a n é l is is  de e s te ro id e s  la  c ro m a to g ra f ia  t ie n e  dos 

f in e s ,  l a  p u r i f i c a c iô n  y la  s e p a ra c iô n  de d i f e r e n t e s  horm onas, cuando
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no se posee un a n t ic u e rp o  e s p e c i f ic o .

Los s is te m a s  de c ro m a to g ra f ia  p a ra  l a  s e p a ra c iô n  de e s trô g e n o s  -  

son v a r io s ,  aunque l a  c ro m a to g ra f ia  en colum na es l a  mâs comun. S ô lo  a lg u ­

nos a u to re s  han d e s c r i t o  c ro m a to g ra f ia  so b re  capa f i n a  p a ra  e l  17(3 - e s t r a d i o l , 

usando s i l i c a - g e l  con c lo ro fo rm o /a c id o  a c é t ic o  ( lO /1 v . v )  (BISHARA y J A -

KOVLJEVIC, 1965^ HOTCHKISS e t  a l . ,  1 9 7 1 ). E s ta  té c n ic a  t ie n e  e l  in c o n v e n ie n  

te  de que p ré s e n ta  v a lo r e s  b la n c o s  muy e le v a d o s .

Oos son lo s  s is te m a s  més comunmente u t i l i z a d o s  en la  c ro m a to g ra ­

f i a  de e s trô g e n o s : La colum na de c e l i t a  y la  co lum na de sephadex LH 2 0 .

La colum na de c e l i t a  ha s id o  u t i l i z a d a  p o r  ABRAHAM e t  a l . ,  (1 9 7 0 ) 

después de una m o d if ic a c iô n  d e l tamano de l a  co lum na y vo lum en de l a  fa s e  -  

e s ta c io n a r ia  d e s c r i t o  p o r  KORENMAN e t  a l . ,  (1 9 6 9 ) .

P ara Abraham, la s  co lum nas de c e l i t a  t ie n e  la s  s ig u ie n te s  v e n ta -  

ja s :  Son f a c i l e s  de p r e p a r a r ,  son b a ra ta s ,  no hay in t e r f e r e n c ia s  e s p e c i f ic a s ,  

es un m a te r ia l  i n e r t e  y posee un g ra n  p o d e r de r e s o lu c iô n  (ABRAHAM, 1 9 73 ).

E s te  s is te m a  t ie n e  la  v e n ta ja  de que usando e l  e t i l e n  g l i c o l  como 

fa s e  e s ta c io n a r ia  se pueden s e p a ra r  la  e s tro n a  d e l e s t r a d io l  y  e s te  de la  - '  

p ro g e s te ro n e , u t i l i z a n d o  como fa s e  m ô v il  una m e zc la  de e t i l a c e t a t o  is o o c ta n o .

A r a iz  de lo s  t r a b a jo s  de BAELEN e t  a l . ,  (1 9 6 7 ) con co lum nas de 

Sephadex LH 20 usando s o lv e n te s  o rg é n ic o s ,  se in t r o d u je r o n  n o ta b le s  m a jo ra s  

en la  c ro m a to g ra f ia  de e s trô g e n o s . E s te  m étodo es ré p id o ,  no n e c e s ita  t r a -  

ta m ie n to s  p r e v io s  a su uso , lo s  v a lo r e s  b la n c o s  son n u lo s ,  y con m ic ro c o lu m - 

nas la  c a l id a d  de s e p a ra c iô n  es e x c e le n te  en un m in im e de t ie m p o .

E l Sephadex LH 20 es un d e x tra n o  h id r o x ip r o p i la d o ,  e l  c u a l t ie n e  -  

la  ca p a c id a d  de tu rg e s c e n c ia  con lo s  s o lv e n te s  o rg é n ic o s .  La s e p a ra c iô n  pue­

de s e r  l le v a d a  a cabo , segûn un p r in c ip io  de f i l t r e  m o le c u la r ,  in te r a c c io n e s  

r é v e r s ib le s  d e l s o lu to  y e l  g e l o p a r t i c iô n  e n t re  la s  m ezc las  de s o lv e n te s  

(BULLETIN ON SEPHAOEX, 1 9 70 ).
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Las p r im e ra s  co lum nas de Sephadex LH 20 fu e ro n  d e s c r i t a s  p o r  MIK_ 

HAIL e t  a l . ,  (1 9 7 0 ) .  E ran  g ra n d e s  co lum nas de 300 mm de lo n g i tu d  con 3 g r s .  

de S ephadex, u t i l iz a n d o s B  como s o lv e n te  b e n ce n o /m e ta n o l (8 5 /1 5  v . v . ) .

La u t i l i z a c i ô n  de d i f e r e n t e s  m e zc la s  de s o lv e n te s  hace v a r ia r  la  

v e lo c id a d  de e lu c iô n .  Con b e n c e n o /m e ta n o lt8 5 / 1 5 ja p a re ce  en p r im e r  lu g a r  l a  

e s tro n a  y lu e g o  e l  e s t r a d io l  (CARR e t  a l . ,  1 9 7 1 ). E l uso  de m e ta n o l o e ta n o l  

es in d i f e r e n t e  en c u a n to  a lo s  r e s u l ta d o s .

E l c o m p o rta m ie n to  de l a  co lum na e s ta  in f lu e n c ia d o  p o r  e l  d ié m e tro  

de la  misma y l a  c a n t id a d  de g e l (CARR e t  a l . ,  1 9 7 1 ). A s I EOQUIST y JOHANSSON 

(1 9 7 2 ) , con un d ia m e tro  de 5 mm. y 300 mm.de lo n g i tu d  o b t ie n e n  una m ayor v e lo ­

c id a d  de e lu c iô n  que WRIGHT e t  a l . ,  (1973 a . )  con co lum nas de 25 c m /l cm, con un 

s o lv e n te  b e n c e n o /m e ta n o l( 9 / 1 . )

E l p ro b lem a  de la  u t i l i z a c i ô n  de Sephadex LH 20 en g ra n d e  co lu m ­

nas ra d ic a  en l a  g ra n  c a n t id a d  de e lu y e n te  n e c e s a r io  p a ra  la  s a l id a  de lo s  es­

te r o id e s ,  l o  que p ro v o c a  in c re m e n to s  c o n s id e ra b le s  de lo s  v a lo r e s  b la n c o s  en 

lo s  re s id u o s  s e co s .

Es p o r  e s ta  ra z ô n  que sean la s  m ic ro co lu m n a s  la s  mâs u t i l i z a d a s  

(CASTANIER y SCHOLLER, 1 9 7 0 ).

E l d ia m e tro  de la s  m ic ro co lu m n a s  es v a r ia b le  segûn lo s  au to re s .W U  y 

LUNDY ( l 9 7 l )  u t i l i z a n  je r in g a s  de 2 m l. con  un d ié m e tro s  in te r n o  de 7 mm. y 

0 ,4  g rs  de Sephadex.

MURPHY y D'AUX (1 9 7 5 ) d e s c r ib e n  a m p lia m e n te  la s  v e n ta ja s  de e s te  

s is te m a  p o r  su ra p id e z ,  b a jo  c o s to ,  b la n c o  n u lo  y a p l ic a c iô n  a lo s  a n é l i s i s  

con g ra n d e s  s e r ie s  de co lu m n a s . E l s o lv e n te  més id ô n e o  en e s to s  s is te m a s  de 

p a r t i c iô n  es e l  b e n ce n o /m e ta n o l (.85/15 jp a ra  s e p a ra c iô n  de E.̂  y Eg (VURPHY y 

D'AUX, 1975) (HOFFMANN e t  a l . ,  1 9 7 6 ). DOBSON y DEAN (1 9 7 4 ) u t i l i z a n  m ic ro c o ­

lum nas y una m e zc la  de s o lv e n te  benceno /m e tano  (9 /1 .)

La s e p a ra c iô n  de isô m e ro s  de e s t r a d ic l  M j i  y 17:;, , no puede r e a l i -  

z a rs e  m e d ia n te  c ro m a to g ra f ia  ya que es p r é c is a  una o x id a c iô n  p r e v ia ,  me
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d ia n te  enzim as e s p e c i f ic a s  d e l Eg -  a E^ (ROBERTSON e t  a l . ,  1 9 7 2 ).

d ) R eacc iô n  in m u n o lô g ic a .

Los e s trô g e n o s  una vez p u r i f ic a d o s  y c o n c e n tra d o s , son re c u p e ra d o s  

d e l  e x t r a c to  se co , m e d ia n te  una b o lu c iô n  tam pôn. Se u t i l i z a  e l  tam pôn f o s f a to  

g e la t in a ( p H  7 ,0 ,1  M jcon 0,9%  de C lNa y 1% de a z id a  de s ô d io  (ABRAHAM,1 9 6 9 )•

La a d ic iô n  de g e la t in a  a l  0,1 % en e l s is te m a  (HOTCHKISS e t  a l . ,  1971) 

in c re m e n ta  la  p r e c is iô n  y m in im iz a  lo s  v a lo r e s  d e l b la n c o ; ademâs in c re m e n ts  

l a  s o lu b i l id a d  de lo s  e s te ro id e s  menos p o la re s  y é v i t a  in t e r f e r e n c ia s  con o t r o s  

com ponen tes .

En la  in c u b a c iô n  e n tra n  en c o n ta c te  lo s  e s trô g e n o s  p u r i f i c a d o s ,  e l  

e s te r o id e  marcado y e l  a n t ic u e rp o  c o r re s p o n d ie n te .

N orm alm ente se u t i l i z a n  dos t ip o s  de e s te ro id e s  m arcados: Unos con 

t r i t i o ,  ( ^ H ) , con una a c t iv id a d  e s p e c i f ic a  e n t re  25 y 100 Ci/mM (ABRAHAM,1973) 

y o t r o s  m arcados con ^ ^ I  (NISWENOER y MIDGLEY 1 9 70 ). Aunque con e l  segundo 

método se puede c o n s e g u ir  una m ayor s e n s ib i l id a d ,  en la  p r a c t ic a  e l . t r i t i o  es 

més u t i l i z a d o  p o r su f a c i l  a lm a ce n a m ie n to , la r g a  v id a  m edia y f a c i l i d a d  de ma­

n e jo  p o r  e m i t i r  ra d ia c io n e s /3 >  d é b i le s .

e ) S e p a ra c iô n  de f r a c c io n e s .

La s e p a ra c iô n  de f r a c c io n e s  l i b r e s  y co n ju g a d a s  se puede r e a l i z a r  

segûn d i f e r e n t e s  m é todos.

Para RATCLIFFE (1 9 7 4 ) e l  m étodo id e a l  debe de r e u n i r  t r è s  c o n d ic io ­

n e s : S e p a ra r com p le tam en te  la s  f r a c c io n e s  con un margen m in im o de e r r o r .

Debe s e r  r é p id o ,  b a ra to  y u s a r  r e a c t iv o s  de f é c i l  d i s p o n ib i l i d a d .

No e s ta r  a fe c ta d o  p o r  e l  p lasm a o s u e ro

V a r io s  son lo s  m étodos u t i l i z a d o s ,  d e s c r i t o s  p o r ODELL e t  a l . , (1 9 7 5 ) : 

C r o m a to e le c t r o fo r e s is , f i l t r a c i ô n  con g e l ,  in m u n o p re c ip i ta c iô n , té c n ic a s  de a b -  

s o r c iô n ,  fa s e  s ô l id a  y a n t ic u e rp o s  p o lim e r iz a d o s .
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En la  p r a c t ic a  son dos lo s  més usa d o s : La a b s o rc io n  con c a rb o n -

d e x tra n o  y la  in m u n o p re c ip i ta c iô n .

E l m étodo de a b s o rc iô n  con c a rb o n  d e x tra n o  c o n s is te  en una suspen 

s iô n  de ca rb ô n  " N o r i t  A " con un tam ano de p a r t i c u le  de 6 0 y/.m que a b s o rb e  lo s  

e s te ro id e s  l i b r e s .

P ara  ABRAHAM (1 9 7 3 ) é s te  método t ie n e  la s  s ig u ie n te s  v e n ta ja s :

No n e c e s ita  p u r i f i c a c iô n  p r e v ia  d e l a n t ic u e rp o  .

Las in t e r f e r e n c ia s  in e s p e c i f ic a s  con e l  a n é l i s i s  son n u la s  .

Es r é p id o ,  s im p le ,  y con pocas p o s ib i l id a d e s  de e r r o r .

Dé una g ra n  p r e c is iô n  con un c o e f ic ie n te  de v a r ia c iô n  en la  c u rv a  s ta n d a rd  

no s u p e r io r  a l  2%.

T ie n e  e l  in c o n v e n ie n te  de su g ra n  a v id e z  p o r  to d o  t i p o  de s u s ta n ­

c ia s ,  y su ca p a c id a d  de a b s o rc iô n  es d e p e n d ie n te  d e l t ie m p o  de c o n ta c te .  La 

méxima a b s o rc iô n  se r e a l i z e  a lo s  10 ô 15 m in u te s  y a p a r t i r  de e s te  momento 

p a r te  de lo s  e s te ro id e s  l ig a d o s  com ienzan a s e r  a b s o rb id o s  (R A TC LIFFE ,1 9 7 4 ).

Se han d e s c r i t o  o t r o s  m étodos de a b s o rc iô n  t a ie s  como e l  t a l c o ,  

s i l i c a t o s ,  c e lu lo s a ,  f l u o r i s i l ,  h i d r o x ia p a t i t a , e t c .  (TRAFFORD e t  a l . ,  1 9 7 6 ).

E l ca rb ô n  -  d e x tra n o  es u t i l i z a d o  en s u s p e n s iô n  en s o lu c iô n  tam ­

pôn o en d is c o s  de g e la t in a  (SABA 1 9 7 6 ), p u d ié n d o se  r e a l i z a r  e l  c o n ta je  de l a  

horm ona marcada en la  f r a c c iô n  l i b r e  o en la  l ig a d a .

La té c n ic a  de in m u n o - p re c ip i ta c iô n  o té c n ic a  d e l d o b le  a n t ic u e rp o  

es un m étodo p r é c t ic o  p a ra  la  s e p a ra c iô n  de f r a c c io n e s  l i b r e s  y c o n ju g a d a s , en 

l a  c u a l un segundo a n t ic u e rp o  es usado pa ra  p r e c ip i t a r  e l  c o m p le jo  p r im a r ïo  

a n t ig e n o -a n t ic u e r p o  (SKELLEY e t  a l , ,  19 73).

E s te  m étodo fu é  a p lic a d o ,e n  p r in c ip io ,  a la  s e p a ra c iô n  de f r a c c io ­

nes en e l  ra d io in m u n o a n é l is is  de hormonas p r o te ic a s .  E l segundo a n t ic u e rp o  

es un su e ro  a n t i - ^ - g l o b u l i n a s  e s p e c i f ic a s  d e l a n im a l donde se ha o b te n id o  e l  

a n t ic u e rp o  p r im a r io  (FRANCHIMONT,1 9 70 ).

En la  p r é c t ic a  se em plea como segundo a n t ic u e rp o  g e n e ra lm e n te  un 

s u e ro  a n t i - ^ - g l o b u l i n a s  de c o n e jo ,  o b te n id o  en e l  m orueco (ODELL e t  a l . ,  1975),
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denom inandose con la s  s ig la s  in g le s a s  "ARGG" ( a ) ,  fra n c e s a s  "SMAL" ( b ) ,  o e s -  

p a n o la s  "SMAC" ( c ) .

ARGG (a )  

SMAL (b )  

SMAC ( c )

( A n t i - r a b b i t  gamma g lo b u l i n ) .  

(Serum  du m outon a n t i  l a p i n ) .  

(S u e ro  de morueco a n t i  c o n e jo ) .

E s te  m étodo t ie n e  la  v e n ta j a  de su s im p l ic id a d ,  buena p r e c is io n ,  

a p l i c a b i l i d a d  a to d a s  la s  horm onas y no s e r  d e p e n d ie n te  d e l tie m p o  de c o n ta c ­

t e  ( ODELL e t  a l . ,  1 9 7 5 ). P ré s e n ta  e l  in c o n v e n ie n te  de que a l  i n t r o d u c i r  üna 

nueva re a c c iô n  in m u n o lô g ic a  en e l  s is te m a , é s ta  puede s e r  in f lu e n c ia d a  p o r  

c o n c e n tra c io n e s  de s u e ro  o p la sm a , p re s e n c ia  de a n t ic o a g u la n te s ,  e t c .  (RAT­

C LIFFE, 1 9 7 4 ).

f )  A n é l is is  de r e s u l ta d o s .

La e x p re s iô n  de r e s u lta d o s  en r a d io in m u n o a n é l is is ,  e s té  d i f i c u l t a -  

da p o r  la  in t e r p o la c iô n  s o b re  c u rv a s  d o s is - re s p u e s ta .  E s ta s  c u rv a s  son e l  -  

r e s u l ta d o  de l l e v a r  a unos e je s  de co o rd e n a d a s  e l  p o rc e n ta je  B /T  o B /O , y la  

d ô s is  a r i t m é t ic a  d e l e s te r o id e ,  s ie n d o

B /T : cpm (c u e n ta s  p o r  m in u to )  de l a  f r a c c iô n  l ig a d a  s o b re  cpm t o t a le s ,  y 

B /O : cpm de l a  f r a c c iô n  l ig a d a ,  so b re  cpm en a u s e n c ia  de hormona no m arcada.

Han s id o  v a r io s  lo s  m étodos p ro p u e s to s  p a ra  l a  l i n e a r iz a c iô n  de 

la s  c u rv a s  d o s is - re s p u e s ta ,  p a ra  f a c i l i t a r  y d a r  ra p id e z  y p r e c is iô n  a l  c é lc u  

l o  de re s u l ta d o s  (RODBARD, 1970 ).

E l m étodo de t r a n s fo rm a c iô n  d e l p o rc e n ta je  B /T  ô B/O en " l o g i t " ,  

y la  d o s is  en " I n "  de la  d o s is ,  p e rm ite  l i n e a r i z a r  la  c u rv a  d o s is  re s p u e s ta .  

(RODBARD e t  a l . ,  1 9 6 9 ).

A
l o g i t  Y = In

1-A

La c u rv a  s ta n d a rd  una vez l in e a r iz a d a  puede in t r o d u c i r s e  m e d ia n te  

la  e c u a c iô n  de una r e c ta ,  e in t e r p o la r  cada uno de lo s  re s u lta d o s  p rob lem a  -  

en un c a lc u la d o r  p ro g ra m a b le , (ZETTNER, 1 9 7 3 ).
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E s te  m étodo lo g r a  un 95% de l i m i t e  de c o n f ia n z a ,  p a ra  e s t im a c iô n  

de m u e s tra s  d e s c o n o c id a s , s ie m p re  que l a  c u rv a  s ta n d a rd  se haya r e a l iz a d o  en 

tam pon , ya que o t r a s  s u s ta n c ia s  como s u e ro  o p lasm a pueden i n t e r f e r i r  lo s  r e ­

s u lta d o s  (RODBARD e t  a l . ,  1 9 6 9 ).

2 . 3 . 5 .  C r i t e r i o s  de v a l id e z  p a ra  d a d io in m u n o a n â lis is .

a )  R e cu p e ra c iô n

La re c u p e ra c iô n  es un c r i t e r i o  a i n t r o d u c i r  en una té c n ic a ,  d e b id o  

a la s  p é rd id a s  de e s te r o id e  en cada uno de lo s  pasos de l a  p u r if ic a c iô n .C o m o  p o r 

c e n ta je  de re c u p e ra c iô n  se c o n s id é ra  a l  e s te r o id e  m edido a l  f i n a l  d e l  a n é l i ­

s i s  después de r e s t a r  e s ta s  p é rd id a s .  P ara  d e te rm in a r la  se s ig u e  e l  s is te m a  

de a n a d ir  una d e te rm in a d a  c a n t id a d  de e s te r o id e  m arcado a l  p r in c i p i o  d e l  ané­

l i s i s ,  y  h a c ie n d o  una v a lo r à c iô h  d e l mismo p r e v ia  a l a  re a c c iô n  in m u n o lô ­

g ic a  (CASTANIER y SCHOLLER, 1 9 7 0 ).

Las m ayores p é rd id a s  o c u rre n  en la  e ta p a  de e x t r a c c iô n  y c ro m a to ­

g r a f i a .  En la  e x t r a c c iô n  e l  s o lv e n te  no e x tra e  l a  t o t a l id a d  d e l e s te r o id e  con 

te n id o  en e l  p la sm a , p o r  la  f u e r t e  u n iô n  de e s to s  con la s  p r o te in a s .  E l p o r ­

c e n ta je  de la  e x t r a c c iô n  v a r ia  con e l  t i p o  de s o lv e n te  em pleado y l a  c a l id a d  

de l a  e x t r a c c iô n .

O tra  p é rd id a  im p o r ta n te  se p ro d u ce  en la  e ta p a  de p u r i f i c a c iô n  o 

c r o m a to g ra f ia .  U t i l iz a n d o  la  colum na de Sephadex LH20, la s  p é rd id a s  quedan re  

d u c id a s  a l  m in im o (SCHANBAKER y EWING, 1 9 7 5 ).

La ta s a  de re c u p e ra c iô n  puede d e te rm in a r  e l  vo lum en de m u e s tra  a 

u t i l i z a r  en e l  a n é l i s i s  (M IKHAIL e t  a l . ,  1 9 7 0 ).

b ) B la n c o .

Todos lo s  r e a c t iv o s  u t i l i z a d o s  en la  té c n ic a  pueden d a r  un v a lo r  

b la n c o  a te n e r  en c u e n ta  en lo s  re s u l ta d o s .

E s to s  v a lo r e s  dependen fu n d a m e n ta lm e n te  d e l s o lv e n te  (FROLICH e t  

a l . ,  1974 ) .  A lguno s  como e l  é te r  e t i l i c o  dan un v a lo r  b la n c o  e le v a d o  s i.  no
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son p re v ia m e n te  d e s t i la d o s  (M IKHAIL e t  a l . ,  1970)*, o t r o s  como e l  d ic lo ro m e ta n o  

y e l  benceno dan v a lo r e s  b la n c o s  p ra c t ic a m e n te  n u lo s  (TH IB IER  y SAUMANOE 1 9 7 5 ), 

(ROBERTSON e t  a l . ,  1 9 7 2 ).

La in f lu e n c ia  d e l v a lo r  b la n c o  se a p re c ia  mâs en a q u e l la s  té c n ic a  

con  u t i l i z a c i ô n  d i r e c ta  de un a n t ic u e rp o  e s p e c i f ic o  s in  e ta p a  p r e v ia  de p u r i f i  

c a c iô n .  Cuando se r e a l i z a  c ro m a to g ra f ia  lo s  b la n c o s  d e sc ie n d e n  ta n to  con l a  

colum na de c e l i t a  (ABRAHAM, 1974) como con l a  co lum na de Sephadex LH20 (MURPHY 

y D'AUX 19 75).

La a f in id a d  y e s p e c i f ic id a d  d e l a n t is u e r o  in f lu y e n  ta m b ié n  s o b re  e l  

b la n c o  de la  té c n ic a ,  e l  c u a l debe de s e r  menor que l a  s e n s ib i l id a d  d e l  ané 

l i s i s ,  y  depende de l a  a f in id a d  d e l a n t is u e r o ,  d e l tam pôn y d e l m étodo de se ­

p a ra c iô n  de f r a c c io n e s  (ABRAHAM, 1 9 7 4 ).

c ) S e n s ib i l id a d .

Se pueden d i f e r e n c ia r  dos a s p e c to s  d e n tro  d e l  c o n ce p to  de s e n s ib i  

l i d a d  :de la  c u rv a  s ta n d a rd  y s e n s ib i l id a d  d e l a n é l i s i s  (ABRAHAM, 1 9 7 3 ).

La s e n s ib i l id a d  de l a  c u rv a  s ta n d a rd  se d e f in e  como la  més pequena 

c a n t id a d  de hormona que puede s e r  m edida con c e r te z a  e s ta d î s t ic a  (MIDGLEY e t  

a l . ,  1969 b ) o la  més pequena c a n t id a d  de una s u s ta n c ia  que puede s e r  m edida 

s ie n d o  s ig n i f ic a t iv a m e n te  d i f e r e n t e  de c e ro  (REEVES y CALHOUN 19 70). FRANCHI_ 

MONT (1 9 7 0 ) , dé una d e f in ic iô n  més co m p lé ta :E s la m é s  pequena c a n t id a d  de h o rm o ­

ne no m arcada que puede i n d u c i r  una d i f e r e n c ia  e s t a d î s t ic a  s i g n i f i c a t i v e  d e l 

p o rc e n ta je  de hormona m arcada, f i j a d a  a l  a n t ic u e rp o  en a u s e n c ia  de hormona 

no m arcada.

En ra d io in m u n o a n é l is is  de horm onas e s te r o id e s ,  EDQUIST y JOHANSSON

(1 9 7 2 ) ,  d e f in e n  la  s e n s ib i l id a d  como e l  aum ento n e c e s a r io  en pg que hay que 

a n a d ir  p a ra  que sea s ig n i f ic a t iv a m e n te  d i f e r e n t e  de c e ro .  ABRAHAM (1 9 7 4 ) la  

d e f in e  como la  més pequena c a n t id a d  de e s te r o id e  s ta n d a rd  que es s i g n i f i c a t i ­

vam ente d i f e r e n t e  de c e ro , con un l i m i t e  de c o n f ia n z a  d e l 95%

P ara e s te  mismo a u to r  la  s e n s ib i l id a d  de la  c u rv a  s ta n d a rd  depende 

de le s  s ig u ie n te s  p a ré m e tro s :
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1. De l a  a f in id a d  d e l a n t is u e ro  .

2 .  De l a  masa de t r a z a d o r  m arcado .

3 . D e l vo lum en de in c u b a c iô n ,

4 .  De l a  p r e c is iô n  d e l a n é l i s i s .

E s ta  s e r ie  de fa c to r e s  a p a re c e  ta m b ié n  d e s c r i t a  p o r  SKELLEY e t  a l .

(1 9 7 3 ) . P a ra  FRANCHIMONT (1 9 7 0 ) l a  d i lu c iô n  y l a  a f in id a d  d e l a n t is u e r o  son 

de g ra n  im p o r ta n c ia , es d e c ir  l a  s e n s ib i l id a d  es més e leva da^ c u a n to  m ayor es 

la  a f in id a d  c o n s ta n te  ( k ) de e q u i l i b r i o

[Ag -  Ac]
K =

[A g ] [Ac|

P ara  o t r o s  a u to re s  e s te  c o n c e p to  de s e n s ib i l id a d  e s té  més c e rc a  d e l 

l i m i t e  de d e te c c iô n .  EKIN y NEWMAN ( 1 9 7 0 ), d e te rm in a n  la  s e n s ib i l id a d  e x p e r i ­

m e n ta l,  segûn la .  s ig u ie n te  fo rm u la .

M edia e n t r e  la  d i f e r e n c ia  de d u p lic a d o s  de 8 /F
S e n s ib i l id a d  =--- --------------------------------------------------------------------------------------------

P e n d ie n te  de l a  c u rv a  d o s is  re s p u e s ta  B /F

E l o t r o  a s p e c to  es l a  s e n s ib i l id a d  d e l a n é l i s i s .  A lg u n o s  a u to re s  

l a  d e f in e n  como la  m in im a c a n t id a d  de e s trô g e n o  que puede s e r  d is t in g u id o  de 

c e ro  (ROBERTSON e t  a l . ,  1972) y v e n d r ia  d e te rm in a d a  p o r  l a  fô rm u la .

S = t .s \J~n  , donde t  = t  de S tu d e n t

s = d e s v ia c iô n  s ta n d a rd  d e l b la n c o  

n = nûmero de d u p lic a d o s

La s e n s ib i l id a d  d e l a n é l i s i s ,  segûn ABRAHAM (1 9 7 4 ) , depende de :

1. La s e n s ib i l id a d  de la  c u rv a  s ta n d a rd  .

2 . E l v a lo r  b la n c o  .

3 . La re c u p e ra c iô n  d e l e s te r o id e  después de la  p u r i f i c a c iô n .

E l l i m i t e  de d e te c c iô n  puede ta m b ié n  s e r  in c lu id o  d e n tro  de e s to s
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f a c t o r e s  (TSANG 1 9 7 4 ). E l c é lc u lo  de l a  s e n s ib i l id a d  segûn ABRAHAM (1 9 7 4 ) 

q u e d a r ia  r e f le ja d o  con la  s ig u ie n te  fo rm u la :

S = ” 7 ^  X 100
RxF

Donde R es e l  ta n to  p o r  c ie n to  de l a  r e c u p e ra c iô n ,  F l a  f r a c c iô n  

de e s te r o id e  re c u p e ra d o  usado en e l  a n é l i s i s , y  SD l a  d e s v ia c iô n  " s ta n d a r d "  de 

la  m edia  de lo s  v a lo r e s  b la n c o s  p o r  c u a d ru p lic a d o .

d . )  E s p e c i f ic id a d .

La e s p e c i f ic id a d  ha s id o  d e f in id a  como e l  g ra d o  de l i b e r t a d  de i n -  

t e r f e r e n c ia  con o t r a s  s u s ta n c ia s  d i f e r e n t e s  de la s  que in te n ta n  s e r  m edidas 

(MIDGLEY e t  a l . ,  19 69b). La e s p e c i f ic id a d  e s té  in f lu e n c ia d a  p o r :

1. La e s p e c i f ic id a d  d e l a n t ic u e rp o .

2 . La re a c c iô n  c ru z a d a  con o t r o s  a n t ig e n o s .

3 . La in f lu e n c ia  de c ie r t a s  s u s ta n c ia s  de b a jo  peso m o le c u la r  s o b re  la  re a c c iô n  

a n t ig e n o ^ m t ic u e rp o .

MIKHAIL e t  a l . ,  ( l9 7 0 ) .  d e te rm in a n  la  e s p e c i f ic id a d  de l a  té c n ic a ,

m id ie n d o  la  re a c c iô n  c ru za d a  d e l a n t ic u e rp o  y la  re c u p e ra c iô n  c r o m a to g r é f ic a .

Un m étodo con un a n t ic u e rp o  de re a c c io n e s  c ru z a d a s  m in im as o n u la s ,  u n id o  a un 

p ro c e s o  de c ro m a to g ra f ia ,  a se gu ra  una g ra n  e s p e c i f ic id a d  (LORIAUX e t  a l . ,  19 71 ).

La e s p e c i f ic id a d  en ra d io in m u n o a n é l is is  es e s e n c ia lm e n te  d e p e n d ie n ­

te  de la  a f in id a d  y e s p e c i f ic id a d  d e l a n t is u e r o  yc te l g ra d o  de p u r i f i c a c iô n  de

la  m u ç s tra  (DOERR 1 9 76 ).

La e s p e c i f ic id a d  d e l ra d io in m u n o a n é l is is  se puede d e m o s tra r  p o r  la s  

dos v îa s  s ig u ie n te s  segûn ABRAHAM (1 9 7 4 ) :

1. Los e s te ro id e s  p ré s e n te s  en l a  f r a c c iô n  ya p u r i f i c a d a ,  que se usa p a ra  m e d ir  

e l  e s te ro id e  e s p e c i f ic o ,  no re a c c io n a n  de una manera e s p e c i f ic a  con  e l  an­

t is u e r o  u t i l i z a d o .

2 . Los n iv e le s  de e s te ro id e s  m ed idos en e l  p lasm a en c ie r t a s  c o n d ic io n e s  f i s i o -  

lô g ic a s ,  co n cu e rd a n  con lo s  re s u lta d o s  o b te n id o s  p o r  o t r o s  m étodos que pue­

den s e r  més v é l id o s  aunque menos p r é c t ic o s .
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ë . )  E x a c t i tu d  y p r e c is io n :

La e x a c t i t u d  es e l  g ra d o  en e l  c u a l l a  m ed ia  de un nûmero i n f i n i t o  

de m edidas s o b re  una misma s u s ta n c ia  co n cu e rd a  con la  c a n t id a d  e x a c ta  de s u s ­

ta n c ia  p re s e n ts  (MIKHALL e t  a l . ,  1 9 7 0 ). Se puede d e te rm in a r  m e d ia n te  l a  a d i -  

c iâ n  a l  p lasm a de c a n t id a d e s  c o n o c id a s  de e s te r o id e .  E s ta  a d ic iô n  ha de s e r  

como m in im o t r e i n t a  m in u to s  a n te s  d e l a n é l i s i s  p a ra  lo g r a r  un e q u i l i b r i o  con 

lo s  e s te ro id e s  ya p ré s e n te s  (ABRAHAM, 1 9 7 4 )...

MIDGLEY e t  a l . ,  (1969  b )  d e f in e n  l a  p r e c is iô n  como e l  g ra d o  en e l  

c u a l dando una s e r ie  de m edidas de una misma m u e s tra  con cue rd an  con l a  m e d ia . 

SKELLEY e t  a l . ,  (1 9 7 3 ) in c lu y e n e n  la  p r e c is iô n  e l  c o e f ic ie n te  de v a r ia c iô n .

2 .4 .  NIVELES DE ESTROGENOS EN LA VACA.

2 . 4 . 1 .  En e l  c i c l o  s e x u a l:

Los n iv e le s  de e s trô g e n o s  en l i q u id e s  b io lô g ic o s  han s id o  e s tu d ia d o s  

am p lia m e n te  desde hace tie m p o , con e l  f i n  de c o n d c e r e l  p a p e l de e s ta s  horm o­

nas en la  re p ro d u c c iô n  de la  e s p e c ie  b o v in a  p r in c ip a lm e n te  como r e f l e j o  de la  

a c t iv id a d  f o l i c u l a r .

Las p r im e ra s  d e te rm in a c io n e s  re a l iz a d a s  en e l  l i q u id e  f o l i c u l a r ,  de 

m o s trab an  que e l  17/3 - e s t r a d io l  e ra  e l  e s trô g e n o  de mayor c o n c e n tra c iô n  p re s e n _  

te  en e s te  m edio (SHORT 1 9 62 ), p r in c ip a lm e n te  en e l  f o l i c u l o  p r e o v u la to r io  (EN 

GLAND e t  a l . ,  1 9 7 3 ).

Tam bién l a  e s tro n a  ap a re ce  en e l  l i q u id e  f o l i c u l a r ,  p e ro  en concen 

t r a c io n e s  m enores que la s  d e l 1 7 /3 -  e s t r a d io l  (VELLE 1 9 5 8 ). E s te  mismo a u to r  

d e s c r ib la  la  p re s e n c ia  de 17o<- e s t r a d io l  en e l  l i q u id e  f o l i c u l a r  de q u is t e  ové 

r i c o ,  p e ro  l a  p re s e n c ia  de e s te  isd m e ro  d e l Eg-17/3 en e l  l i q u id e  f o l i c u l a r ,  s i  

gue s ie n d o  un r e s u l ta d o  de c o n t r o v e r s ia  ya que o t r o s  a u to re s  no lo  han p o d id o  

a i s l a r  de e s te  m edio y o t r o s  como ENGLAND e t  a l . , (1 9 7 3 ) d e te c ta b a n  su p re s e n c ia  

s ô lo  en un 50% de lo s  f o l i c u l o s  e s tu d ia d o s .
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Las v a r ia c io n e s  en lo s  n iv e le s  de e s trô g e n o s  han s id o  ta m b ié n  d e -

te rm in a d a s  en l a  o r in a .  MELLIN y ERB (1 9 6 5 ) e n c o n tra b a n  que la  m ayor concen

t r a c iô n  en e s te  m edio c o r re s p o n d is  a l  1 7 ^ -  e s t r a d io l ,  s e g u id o  d e l  17|3 -  es_

t r a d i o l  y de la  e s tr o n a .

GARVERICK e t  a l . ,  ( 1 9 7 0 ), e n c o n tra ro n  v a r ia c io n e s  en lo s  n iv e le s  

de Egd y Eg(i en l a  o r in a ,  y apènas e x is t ia n  v a r ia c io n e s  en lo s  n iv e le s  de E^^, 

d u ra n te  lo s  d îa s  -E  y -1  d e l c i c l o  ( d ia  □ ô GO = d ia  d e l c e l o ) . En la  vena 

cava VARMAN e t  a l . ,  (1 9 6 4 ) ,  e n c o n tra ro n  in c re m e n to s  en la s  c o n c e n tra c io n e s  -  

de e s trô g e n o s  e n t re  lo s  d ia s  6 - 8  y 1 4 -1 6 , p e ro  con e l  m étodo que e s te  a u to r  

u t i l i z a ,  es d e f i c i l  p ro b a r  l a  s ig n i f i c a c iô n  de e s to s  r e s u l ta d o s .

La a u s e n c ia  de v a r ia c io n e s  en lo s  n iv e le s  de E ^ , a l o  la r g o  d e l 

c i c l o ,  en la  o r in a ,  puede e x p l ic s r s e  p o r  la  s e c re c iô n  de e s te  e s trô g e n o  en 

la  vaca p o r  la  c o r te z a  a d re n a l (BEALL, 19 39).

Las p o s ib i l id a d e s  de h a c e r un e s tu d io  de la  a c t iv id a d  f o l i c u l a r ,  -  

m e d ia n te  la s  v a r ia c io n e s  c u a n t i t a t i v a s  de lo s  n iv e le s  de e s trô g e n o s  en la  -  

o r in a ,  son muy l im i t a d a s ,  p o r  la  e x c re c iô n  u r in a r ia  de e s te ro id e s  e x t r a o v à -  

r i c o s ,  p o rq u e  e l  tie m p o  de la t e n c ia  e n t r e  la  s e c re c iô n  y l a  a p a r ic iô n  en la  

o r in a  es muy la r g o ,  p o rque  lo s  e s trô g e n o s  no son e x c re ta d o s  en su t o t a l id a d  

en l a  o r in a  y p o rque  la  d is t r ib u c iô n  o r in o - f e c a l  es v a r ia b le  segûn lo s  anim a 

le s  (LÜNGCGPE, 1 9 7 2 ).

POPE e t  a l . ,  (1 9 6 5 ) ,  d e te rm in a b a n  la s  c o n c e n tra c io n e s  de e s trô g e ­

nos t o t a le s  en s a n g re  p e r i f é r i c b  p o r  un m étodo b io lô g ic o  (p e so  d e l  û te ro  de 

la  r a to n a ) ,  o b te n ie n d o  lo s  v a lo r e s  mas e le v a d o s  d u ra n te  e l  c e lo ,  con concen­

t r a c io n e s  de 10 p g /m l.

Con m étodos q u im ic o s  y f l u o r im é t r i c o s ,  d i f e r e n t e s  a u to re s  d e te rm i 

naban e s trô g e n o s  t o t a le s  en sa n g re  p e r i f é r i c a  con mayor o menor é x i t o .

MASON e t  a l . ,  (1 9 7 2 ) ,  con un método f l u o r im é t r i c o  después de una 

p u r i f i c a c iô n  c r o m a to g r a f ic a , s e n a la n  unas v a r ia c io n e s  en lo s  n iv e le s  de es­

t r a d i o l  y e s t r o n a :  E^ ((Sf«.) : 176-1175 p g /m l.  y Ê  ̂ : 2 3 1 -22 69  p g . /m l .  d u ra n te  lo s
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d îa s  6 y 7 que p a re c e  ob edece r a un r e f l e j o  de ondas de c re c itn ie n to  f o l i c u l a r .

Con la  u t i l i z a c i ô n  de m étodos como CPB y R IA , la s  v a r ia c io n e s  de e s ­

trô g e n o s  d u ra n te  e l  c i c l o  s e x u a l de la  va ca , a p a re c ie ro n  més n e ta s  y d e f i n i -  

d a s , aunque en c o n c e n tra c io n e s  muy v a r ia b le s  segûn lo s  a u to re s  d e p e n d ie n d o  -  

d e l g ra d o  de p u r i f i c a c iô n  de la s  horm onas a n te s  d e l a n é l i s i s .

Con un m étodo de CPB, s in  p u r i f i c a c iô n  p r e v ia ,  S IR O IS , (1 9 7 2 ) ,  en r e ­

s u lta d o s  de e q u iv a le n ts ,  d e s c r ib e  v a r ia c io n e s  de e s trô g e n o s  t o t a le s  en e l

p lasm a lo s  d ia s  6  y 14 d e l c i c l o ,  con c o n c e n tra c io n e s  de 3 2 0 -6 4 0  p g /m l.

SHEMESH e t  a l . ,  (1 9 7 2 ) , o b t ie n e n  v a r ia c io n e s  n e ta s  de e s trô g e n o s  du­

ra n te  e l  c i c l o .  R e a liz a n d o  una p u r i f i c a c iô n  p r e v ia ,  d e te rm in a n  e x c lu s iv a m e n -  

te  Eg(3 , a p a re c ie n d o  un p ic o  4  h r s .  de 170 p g /m l . ,  a n te s  d e l p r in c ip io  d e l -  

c e lo ,  con un in c re m e n to  desde e l  d ia  - 3  a l  d ia  0 , d is m in u y e n d o  la s  c o n c e n tra ­

c io n e s  a 8 p g /m l 12 h r s .  més ta r d e .  En e s te  t r a b a jo  se d e s c r ib e n  ta m b ié n  a u -

m entos e l  d ia  4 d e l c i c l o  (4 0  p g /m l)  y e l  d ia  11 (81 p g /m l) .

E s to s  a u to re s  a p u n ta n  ya la  p o s ib i l id a d  de una r e la c iô n  de e s te  p ic o  

e l  d ia  - 1 ,  con e l  desencad ena m ien to  d e l p ic o  p r e o v u la to r io  de LH m e d ia n te  un 

e fe c to  " fe e d -b a c k " .  E s to s  mismos r e s u lta d o s  o b t ie n e n  BLOCKEY e t  a l . ,  (1 9 7 3 ) 

con un p ic o  e l  d ia  -1  de 325 p g /m l y o t r o  e l  d ia  6 de 320 p g /m l.  A p e s a r de 

la  p u r i f i c a c iô n  p r e v ia  con la  que t r a b a ja n  o b t ie n e n  v a r ia c io n e s  en lo s  n iv e ­

le s  de E.| e l  d ia  d e l c e lo  de 2 4 0 -61 0  p g /m l,  e x is t ie n d o  un r e la c iô n  e n t re  Ê ^

y ^2-

La té c n ic a  de R IA  p e r m i t iô  a lc a n z a r  la  s u f i c ie n t e  e s p e c i f ic id a d  y sen

s i b i l i d a d  como p a ra  d e te rm in a r  la s  v a r ia c io n e s  ho rm o n a le s  a p e s a r de su b a ja

c o n c e n t r a c iô n .

E l uso de a n t ic u e rp o s  no e s p e c i f ic o s  en la s  p r im e ra s  té c n ic a s  de RIA 

p a ra  d e te rm in a c iô n  de e s trô g e n o s  en e l  p la sm a , s in  c ro m a to g ra f ia  p r e v ia ,  daban 

como re s u lta d o  la  d e te rm in a c iô n  de n iv e le s  de e s trô g e n o s  t o t a le s .

CHRISTENSEN e t  a l . ,  ( l 9 7 l )  d e s c r ib ia n  un p ic o  de 1 7 6 -3 1 ,6  p g . /m l.

25 h r s .  a n te s  d e l p ic o  de LH y o t r o s  in c re m e n to s  lo s  d ia s  5 y 6  de 1 4 1 -4 4 ,2  

p g /m l.
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La c ro m a to g ra f ia  p e rm ite  c o n s e g u ir  un r e f l e j o  mâs e x a c to  de la s  v a ­

r ia c io n e s ,  aunque la  m a yo ria  de lo s  a u to re s ,  a l  no p o d e r s e p a ra r  p o r  c ro m a to ­

g r a f i a  lo s  isô m e ro s  Eg/3 y  EgO/ dan como v a lo r  e s t r a d io l  ô 17/3 -  e s t r a d io l ,  l o  

que en r e a l id a d  es Eg/3 + EgO( d e pend iend o  de la  re a c c iô n  c ru z a d a  d e l a n t ic u e r ­

po u t i l i z a d o .  Segûn DRINAN y COX (1 9 7 4 ) ,  lo s  v a lo r e s  de e s t r a d io l  después 

de la  c ro m a to g ra f ia  no pueden s u p e ra r  lo s  5 p g /m l.

Conform e a e s ta s  t e o r ia s  de b a ja s  c o n c e n tra c io n e s  de e s trô g e n o s  en 

l a  sa n g re  p e r i f é r i c a  de la  vaca  HENRICKS e t  a l . ,  (1 9 7 1 ) o b t ie n e n  v a r ia c io n e s  

e l  d ia  - 3  de 0 ,5  a 10 p g /m l y 15 a 25 p g /m l e l  d ia  - 1 .  E s te  p ic o  a p a rece  

12 -16  h r s .  a n te s  d e l p r in c ip io  d e l c e lo  y 5 -1 0  h r s .  d e l p ic o  p r e o v u la to r io  

de LH. Los n iv e le s  méximos que s e n a la  e s te  a u to r  son de 30 p g /m l c o r re s p o n -  

d ie n d o  la  m a y o ria  a l  E g/i p la s m é t ic o .

O tra  s e r ie  de t r a b a jo s  d e s c r ib e n  e l  in c re m e n to  de l a  c o n c e n tra c iô n  

de e s trô g e n o s  lo s  d ia s  -1  a 0 con o s c i la c io n e s  d e l n iv e l  de base de 0 a 15 

p g /m l (SEREN e t  a l . ,  1974) y p ic o s  de 10 -30 p g /m l.  24 a 72 h r s .  a n te s  d e l ce 

l o .  KATONGOLE e t  a l . ,  (1 9 7 3 ) o b t ie n e n  c o n c e n tra c io n e s  de 15 p g /m l.e n  e l  p r o -  

e s t r o  y e s t r o  y 4 -9  p g /m l lo s  d ia s  5 y 6  d e l m e ta e s tro .

Con un a n t ic u e rp o  no e s p e c i f ic o ,  de f u e r t e  re a c c iô n  c ru za d a  t r e n ­

te  a l  E ^ , LEMON y SAUMANOE (1 9 7 4 ) , d e te rm in a n  e s trô g e n o s  t o t a le s  l i b r e s  (5 0  -  

80 pg /m l.) y e s trô g e n o s  t o t a le s  l i b r e s  y co n ju g a d o s  (6 0 -1 8 0  p g /m l.) ,  s in ,  e n co n - 

t r a r  v a r ia c io n e s  n e ta s  d u ra n te  e l  c i c l o .

A p e sa r de que sus r e s u lta d o s  d i f i e r e n  en la  c o n c e n tra c iô n  c o in -  

c id e n  en e l  in c re m e n to  d e l d ia  -1  y 0 .

Las v a r ia c io n e s  de n iv e le s  d u ra n te  e l  c i c l o  s e x u a l y  e s p e c ia lm e n te  

c e rc a  d e l c e lo ,  a p a re c ie ro n  més n e ta s  cuando la s  té c n ic a s  p e r m it ie r o n  la  de_ 

te r m in a c iô n  de Eg -  17/3 l i b r e  en e l  p lasm a, û n ic o  e s trô g e n o  de p ro d u c c iô n  

e x c lu s iv a m e n te  o v é r ic a  en la  vaca y v e rd a d e ro  r e f l e j o  d e l c re c im ie n to  f o l i c u ­

l a r .
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La d e te rm in a c iô n  de Eg^en e l  p lasm a ha s id o  abordada  segûn dos v ia s

0 s is te m a s  de d e te c c iô n :  M e d ia n te  a n t ic u e rp o s  e s p e c i f ic o s  a n t i  E^ -17/3 y

m e d ia n te  s e p a ra c iô n  c ro m a to g ré f ic a  de cada uno de lo s  e s trô g e n o s . Con e s to s  û l  

t im o s  m étodos y d e b id o  a que m e d ia n te  c ro m a to g ra f ia  no se pueden s e p a ra r  lo s  

isô m e ro s  o( y /3  lo s  v a lo r e s  de Eg (3 pueden s e r  lo s  de E g ^  + * ,  de pend iendo  de 

la  re a c c iô n  c ru z a d a  d e l a n t ic u e rp o  u t i l i z a d o .

Con e s te  m étodo de c ro m a to g ra f ia  WETTEMANN e t  a l . ,  (1 9 7 2 ) o b s e r -  

van unos n iv e le s  méximos desde lo s  d ia s  - 2  a - 0 , 5  de 7 ,7  -  1 ,7  p g /m l a 9 ,7 +

1 1 ,6  p g /m l,  p re c e d ie n d o  e s te  in c re m e n to  a l  p ic o  de LH.

SMITH e t  a l . ,  (1 9 7 4 ) con una re a c c iô n  c ru za d a  d e l a n t ic u e rp o  f r e n

te  a l  EgC< , de un 42% o b t ie n e n v a lo re s  méximos de Eg, e l  d ia  -1  de 12 p g /m l,

y de 8 p g /m l lo s  d ia s  4 -9 .  S in  embargo p a ra  la  Ê  ̂ no e n c u e n tra  v a r ia c io n e s  

d u ra n te  e l  c i c l o ,  n i  en e l  c e lo ,  s in  v a r ia r  e l  n i v e l  de base de 1 a 3 p g /m l.  

en c o n t ra s te  con e l  t r a b a jo  de NANCARROW e t  a l . ,  (1 9 7 3 ) , b s  cud.es e n c u e n tra n  

f lu c tu a c io n e s  en lo s  v a lo r e s  de Ê  ̂ (4 0 0 -9 0 0  p g /m l . ) .

P ara SMITH e t  a l . ,  (1 9 7 4 ) , e l  hecho de e n c o n tr a r  ta n  b a ja s  concen­

t r a c io n e s  con un a n t ic u e rp o  de re a c c iô n  c ru z a d a  (42?o ) f  r e n te  a l  EgOt , l e  hace

su p o n e r que la  a p o r ta c iô n  d e l EgOfal t o t a l  de e s t r a d io l  l i b r e  c i r c u la n te '  en e l  

c i c l o  es de sd e n a b le  y p ro b a b le m e n te  s ô lo  se haya m edido .

Con e s te  mismo a n t ic u e rp o  de re a c c iô n  c ru za d a  42% con e l  E^PETER _

SON e t  a l .  ( 19 75a), o b t ie n e n  n iv e le s  de 7 a 20 p g /m l y con c ro m a to g ra f ia  

p r e v ia  4 a 18 p g /m l e l  d ia  -1  y 0 s ie n d o  d e sd e n a b le s  la s  c o n c e n tra ­

c io n e s  de EgO( en e l  p lasm a b o v in o . S in  embargo SAUMANOE y LOPEZ-SEBASTIAN 

( 1977 ) ,  de acu e rd o  con lo s  t r a b a jo s  de DOBSON y DEAN (1 9 7 4 ) , m e d ian te  crom a­

t o g r a f ia  con Sephadex LH 2 0 , y u t i l i z a c i ô n  de a n t ic u e rp o s  e s p e c i f ic o s ,  re s p e c  

t iv a m e n te ,  o b t ie n e n  v a lo r e s  de E^o/ s u p e r io r e s a  lo s  de Eg|S , aunque s in  v a r ia  

c io n e s  n e ta s  d u ra n te  e l  c i c l o ,  de 20 a 30 pg/mLde E^« f r e n te  a 5 -1 5  p g /m l de 

E^ '3 e l  d ia  d e l c e lo .

DOBSON y DEAN ( l9 7 4 ) ,  no e n c u e n tra n  tam poco v a r ia c io n e s  en lo s  n iv e  

le s  de E ^, con u n r iv e l  de base c o n t in u a  de 4 p g /m l. Estos a u to re s  en p u b l ic a c io  

nés a n te r io r e s  (OOBSON e t  a l . ,  1972 , OOBSON e t  a l  1 9 7 3 ), d e s c r ib ia n p a ra  E^/3 

5 p g /m l de n iv e l  de base y un p ic o  poco a n te s  d e l c e lo  de 15 p g /m l p r e v io  a l
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p ic o  de LH.

Ig u a lm e n te  u t i l i z a n d o  un a n t ic u p rp o  e s p e c i f ic o  ECTORS e t  a l „  en 1975

o b t ie n e n  un p ic o  de s i  d ia  -1  de 6 , 5 a  12 ,6  p g /m l y  o t r o s  t r è s  p ic o s  ac

c e s o r io s  lo s  d ia s  4 / 5 ,  8 y  12 a 14 d e l c i c l o .  KANCHEV e t  a l ,  (1 9 7 6 ) o b t ie _

nen un n iv e l  b a s a l de 5 -6  pg m l . y un p ic o  e l  d ia  0 de 1 3 ,5  -  1 ,4  p g /m l,

GLENCROSS e t  a l . ,  (1 9 7 3 ) ,  d e s c r ib e n  un m étodo u t i l i z a n d o  dos a n t i -

c u e rp o s  con d i f e r e n t e  re a c c io n  c ru z a d a  f r e n t e  a l  E^o( de 20% y 0 , ^  re s p e c -  

t iv a m e n te .  Con e s to s  dos a n t ic u e rp o s  no e n c u e n tra n  d i f e r e n c ia s  o s te n s ib le s  

en lo s  r e s u lta d o s  de E^ot y o b t ie n e n  un p ic o  de e s t r a d io l  e l  d ia  -1  y e l  d ia  

6  de 5 -7  p g /m l.  P ara  l a  E^ no e n c u e n tra n  v a r ia c io n e s  a l o  la r g o  d e l c i c l o  

s e x u a l m a n ten id ndo se  e l  n iv e l  de base de 1 -2  p g /m l.

Todas e s ta s  p u b l ic a c io n e s  c o in c id e n  en e l  in c re m e n to  p r e o v u la to -  

r i o  lo s  d ia s  - I / O  (WETTEMANN e t  a l . ,  1972; HENRIKS e t  a l . ,  1971) y 

o t r a s  e le v a c io n e s  de lo s  n iv e le s ,  mu y v a r ia b le s  (GLENCROSS e t  a l . ,  1 9 73 ), 

e n t r e  lo s  d ia s  4 a l  10 segun lo s  a u to re s ,  como re s p u e s ta  a la  s e c re c iô n  de 

lo s  f o l i c u l o s  de tamano s u p e r io r  a lo s  8 mm. En to d o s  e s to s  t r a b a jo s  la s  

tom as de sa n g re  se r e a l iz a n .d ia r ia m e n te .

Las p o s ib le s  f lu c tu a c io n e s  de lo s  n iv e le s  de E^-^ d u ra n te  e l  c e lo  

en e s p a c io s  de t ie m p o  i n f e r i o r e s  a I d i a  p ro v o c a ro n e x p e r ie n c ia s  en la s  c u a le s  

la s  tom as de sa n g re  e ra n  mas f re c u e n te s  g e n e ra lm e n te c c n in te rv a lo s  de 2 M rs . ,  

v a lo ra n d o e l E ^p  , en la  m a yo ria  de lo s  casos con un a n t ic u e rp o  e s p e c i f ic o ,  

p r in c ip a lm e n te  o b te n id o  a p a r t i r  de a n t ig e n o s  d e r iv a d o s  d e l E2-17/3 -  6 -  

- 0 -  c a rb o x im e tilo x im a -B S A .

Todos e s to s  t r a b a jo s  c o n c lu y e n  con e l  r e s u lta d o  de un c la r o  in c r e ­

m ento de lo s  n iv e le s  de E^[i c e rc a  d e l c e lo  y un in c re m e n to  p r e o v u la to r io  p o -  

cas b o ra s  a n te s  o c o in c id e n ts  con e l  p ic o  p r e o v u la to r io  de LH.

LEMON e t  a l . ,  (1 9 7 5 ) d e te rm in a n  un n iv e l  de base de E^ 3 de 5 p g / 

m l . ,  y una s u b id a  a 15 -25  p g /m l. ,  2 a 4 h r s . a n te s  d e l p ic o  de LH. E s to s  

a u to re s  s e n a la n  que la  s u b id a  de E ^3  , s o lo  t ie n e  lu g a r  despues de que la
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p ro g e s te ro n a  ha a lc a n z a d o  un n iv e l  m in im o ( l u t e o l i s i s  avanzada ) menor de 2 n g /

/ m l . Con e s ta s  tom as h o r a r ia s  se a p re c ia  e l  aum ento de , desde t r e s  d ia s

a n te s  d e l c e lo  h a s ta  e l  d ia  d e l c e lo ,  p e ro  e s te  aum ento es con f lu c tu a c io n e s  

d e n tro  d e l  d ia y p o r  e s to  c o n c lu y e n  que e l  e fe c to  d e l E^p as mas im p o r ta n te  co 

mo d u ra c io n  d e l n iv e l  d e l mismo que como un e fe c to  de d e s c a rg a , ya que la  

s e c re c iô n  es de t i p o  e p is ô d ic a  c o n t in u a ,  como lo  es p a ra  la  m a yo ria  de la s  

hormonas (LEMON y SAUMANDE, 1 9 7 4 ).

PETERSON e t  a l . ,  ( 1 9 7 5 b ), d e s c r ib e n  la  a p a r ic iô n  de un p ic o  de E^/3 , 

en lo s  d ia s  -2  a - 1 ,  con v a r ia c io n e s  d e l n iv e l  b a s a i de 5  p g /m l.  a 2 5 -5 0  

p g /m l.e n  e l  n iv e l  m axim o, s o lo  cuando e l  n i v e l  de p ro g e s te ro n e  ha d e sce n d id o  , 

w y a lre d e d o r  de 24 h r s .  a n te s  d e l p ic o  de LH.

CHENAULT e t  a l . ,  (1 9 7 5 ) , s e n a la n  e l  p ic o  de E^P , c o in c id e n te  con 

e l  de LH, con un n iv e l  de 7 ,4  p g /m l,  que d e s c ie n d e  a 2 p g /m l a la s  14 h r s .  

de spués , se n a la n d o  o t r o s  in c re m e n to s  lo s  d ia s  9 y 12.

En e s te  a r t i c u l e  se s e n a la  ta m b ié n  la  r e la c iô n  e n t re  descenso de l a  

p ro g e s te ro n e  y com ie nzo  de l a  e le v a c iô n  de E^(i , h a s ta  e l  p ic o  de LH, p e ro  no es 

tâ d e m o s tra d o q u e  la  e le v a c iô n  de E^;3 , quede r e f le ja d a  en un s o lo  p ic o ,  queda 

aûn p o r d e te rm in e r  (TH IB IER  y SAUMANDE 1 9 7 5 ). E s to s  a u to re s  e n c u e n tra n  p a ra  e l  

E ^P  , un n iv e l  de base de 0 -5  p g /m l.y  un p ic o  p r e o v u la to r io  de 15 -30 p g /m l,  

a p re c ià n d o s e  una s e c re c iô n  e p is ô d ic a ,  con f lu c tu a c io n e s  p r e v ia s  a l  p ic o  de 

LH y a lo s  s in to m a s  de c e lo ,  p e ro  s ô lo  cuando la  p ro g e s te ro n a  ha d e sce n d id o  a 

menos de 2 n g /m l.  en e s te  s e n t id o  con cue rd an  con DOBSON (1 9 7 8 ) e l  c u a l e n -  

c u e n tra  que la s  c o n c e n tra c io n e s  de E^P son s ig n i f ic a t iv a m e n te  maycrœde -2 0  

a 0 h o ra s  (h o ra  0 , p ic o  de LH) que de + 4 a + 20 h r s .  s in  a p a r ic iô n  de un p i ­

co p r e o v u la to r io  c la r o ,c o n  f lu c tu a c io n e s  s in  s u b id a s  n i  c a id a s  b ru sca s  y 

n iv e le s  a -1 2  h r s .  de 15 p g /m l y a + 20 h rs  de. 5 p g /m l.

E s ta  r e v is iô n  b ib l i o g r a f i c a  s o b re  n iv e le s  de e s trô g e n o s  d u ra n te  e l  

c i c l o  s e x u a l de l a  vaca puede q u eda r re su m id a  en lo s  s ig u ie n te s  p u n to s :

1 . -  E l E ^ l^  , es e l  u n ic o  e s trô g e n o  cuyas c o n c e n tra c io n e s  en la  san g re  p e r i -  

f é r i c a  r e f i e j a n  la  a c t iv id a d  f o l i c u l a r .

2 . -  A p e sa r de que en e l  l i q u id a  f o l i c u l a r  a lg u n o s  a u to re s  hayan d e te rm in a d o  

l a  e x is te n c ia  de E^ y E^c( , sus  v a r ia c io n e s  en la  sa n g re  p e r i f é r i c a  no mues-
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t r a n  r e la c iô n  con la s  d i f e r e n t e s  fa s e s  d e l c i c l o  o v ë r lc o .

3 . -  E x is te  un c la r o  in c re m e n to  de la  c o n c e n tra c iô n  de E ^P  , d u ra n te  e l  d ia  an ­

t e r i o r  a l  c e lo  y e l  d ia  d e l c e lo ,  con una c o n c e n tra c iô n  maxima pocas h o ra s  

a n te s  d e l p ic o  de LH.

4 . -  Los t r a b a jo s  de m ayor r i g o r  té c n ic o ,  con p u r i f i c a c iô n  c ro m a to g râ f ic a : .  y 

a n t ic u e rp o s  e s p e c i f ic o s  r e f l e j a n  unos n iv e le s  b a s a le s  de E^P de 5 p g /m l y  n i ­

v e le s  mâximos de 15 -25  p g /m l,  segûn lo s  d i s t i n t o s  a u to re s .

5 . -  La s e c re c iô n  de , es e p is ô d ic a  con f lu c tu a c io n e s  s in  un p ic o  n e to  p re o  

v u la t o r i o .

6 . -  E l E ^p  s ô lo  aum enta cuando l a  p ro g e s te ro n a  ha d e s c e n d id o  a n iv e le s  i n f e ­

r i o r e s  de 2 n g /m l.  { l u t e o l i s i s  a v a n z a d a ). S é r ia  e s ta  c o m b in a c iô n  de descenso 

b ru s c o  de la  p ro g e s te ro n a  e in c re m e n to  d e l E^(h , l a  que i n d u c i r ia  la  d e sca rg a  

d e l p ic o  p r e o v u la to r io  de LH, m e d ia n te  un e fe c to  " fe e d -b a c k " .

7 . -  Los in c re m e n to s  de E ^P  , e n tre  lo s  d ia s  4 a l  10 d e l c i c l o ,  se n a la d o s  p o r 

a lg u n o s  a u to re s ,  son muy v a r ia b le s  y pa re ce n  e l  r e f l e j o  de ondas de c re c im ie n _  

to  f o l i c u l a r ,  que co rre s p o n d e n  p r in c ip a lm e n te  a l a  s e c re c iô n  de lo s  f o l i c u lo s  

de tamano s u p e r io r  a lo s  0 mm.de d ié m e tro .

2 . 4 . 2 . -  N iv e le s  de e s trô g e n o s  en la  s u p e ro v u la c iô n :

Desde hace tie m p o  la  p ro d u c c iô n  de ô v u lo s  fe cu n d a d o s  es un p r e - r e q u i  

s i t o  p a ra  la  a p l ic a c iô n  de la  t r a n s fe r e n c ia  de e m b rio n e s  en l a  va c a .

Las p re p a ra c io n e s  h o rm on a les  de g o n a d o tro p in a s  han s id o  la s  més co -  

munmente u t i l i z a d a s  p a ra  in d u c i r  l a  s u p e ro v u la c iô n  (CASIDA e t  a l . ,  1943) y en 

la  a c tu a l id a d  p r in c ip a lm e n te  l a  PMSG (g o n a d o tro p in a  s é r ic a  de yegua g e s ta n te )  

p o r  su la rg a  v id a  m e d ia , b a jo  c o s te ,  y d is p o n ib i l id a d  en e l  mercado (SAUMAN_

DE 1 9 7 7 ).

Las d o s is  adecuadas de e s ta  hormona han s id o  am p lia m e n te  e s tu d ia d a s , 

e x is t ie n d o  una c o r r e la c iô n  e n t re  l a  re s p u e s ta  o v é r ic a  y la  d o s is  de FMSG em- 

p le a d a  ( hAFEZ e t  a l., 1 9 6 3 ), aunque la  re s p u e s ta  sea d e p e n d ie n te  de un f a c t o r  

i n d i v i d u a l .
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E s to s  p r im e ro s  t r a b a jo s  de in d u c c io n  de l a  s u p e ro v u la c iô n  en g a n a - 

do vacuno p u b e r, in d ic a b a n  d o s is  de PMSG e n t re  2000 -2 500  U . I .  en lo s  t r a t a -  

m ie n to s  e l  d ia  16 ô 18 d e l c i c l o , y a  sea con PMSG s ô la  o com binada con LH o 

HCG e l  d ia  d e l c e lo  (SCHILLING y HOLM  ̂ 1963; PEREZ GARCIA, 19 79 ).

T e n iend o  e s ta s  té c n ic a s  una g ra n  v a r ia b i l i d a d  en la  re s p u e s ta  la  

c o m b in a c iô n  de PMSG con P ro s ta g la n d in a  ( PGF^iX ) ô sus a n é lo g o s  ( c lo p r o s

t e n o l )  p e r m it ie r o n  una m ayor s in c r o n iz a c iô n  de l a  o v u la c iô n  y m a jo ra  de la  

re s p u e s ta .

Los t r a b a jo s  p r e l im in a r e s  de ELSDEN e t  a l . ,  (1 9 7 4 ) u t i l i z a n d o  1500- 

2000 U . I .  de PMSG y 48 h o ra s  més ta r d e  P G F^ de m ostraban  una re s p u e s ta  su ­

p e r io r ,  ta n to  en te rm in a s  de a n im a le s  o v u la n d o , como en l a  ta s a  de o v u la ­

c iô n  de lo s  que re sp o n d e n .

Con e s te  mismo m étodo PHILLIPPO y ROWSON (1 9 7 5 ) o b tu v ie ro n  una ma 

y o r  e fe c t iv id a d  y g ra d o  de s in c r o n iz a c iô n  cuando se t r a ta b a  a lo s  a n im a le s  

e l  d ia  8 ô 12 d e l c i c l o ,  aunque segûn MARIANA y NGUYEN HUY (1 9 7 3 ) , e l  t r a t a -  

m ie n to  con_PMSG no a l t e r a  l a  p ro p o rc iô n  de lo s  d i f e r e n t e s  t ip o s  de f o l i c u l o s  

en e l  o v a r io .

Tam bién la  s u p e ro v u la c iô n  fu é  co n se g u id a  en la  te r n e r a  p r e -p û b e r  

e n t r e  la s  4 y 24 semanas de edad, con e l  uso de PMSG (3000  U . I .  y LH ô HCG 

(JAINUUDEN e t  a l . ,  1966) c o n s ig u ie n d o  lo s  mismos re s u lta d o s  que en a n im a le s  

p û b e re s ) .

En la  s u p e ro v u la c iô n  en l a  te r n e r a  son muy s i g n i f i c a t i v o s  lo s  t r a b a  

jo s  de TESTART e t  a l . ,  (1 9 7 7 ) e l  c u a l u t i l i z a  PMSG y HCG y un t r a ta m ie n to  p re  

v io  d u ra n te  c u a t ro  d ia s  con e s p o n ja s  v a g in a le s  im pregnadas con un p ro g e s ta g e  

no FGA (a c e ta to  de f lu o r o g e s to n a ) .

Con e s to s  m étodos de PMSG /  HCG y PMSG /  FGA /HCG, o b t ie n e n g ra n  nu­

méro de o v u la c io n e s  en te r n e r a s  de t r e s  meses de edad, con 60 mg de FGA y 

1800 U . I .  de PMSG (SAUMANDE y TESTART, 19 74).
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En c u a lq u ie r a  de lo s  t r a ta m ie n to s  en a n im a le s  pû be re s  e im pû be res  

l a  re s p u e s ta  o v â r ic a  es muy v a r ia b le  p o r  l a  p r o p ia  c a p a c id a d  i n d iv id u a l  de 

re s p u e s ta  d e l o v a r io  a la  PMSG. De un la d o  la  r e la c iô n  d o s is  de PMSG -  re sp u e s  

ta  no es l i n e a l ,  ya que to d a s  la s  ra z a s  de vacuno t ie n e n  l a  misma s e n s i-  

b i l i d a d  a l a  PMSG y d e n tro  de una ra z a  l a  s e n s ib i l id a d  in d iv id u a l  es d i f e r e n  

te ,s e g û n  e l  e s ta d o  o v é r ic o  e l  d ia  de l a  in y e c c iô n  de l a  g o n a d o tro p in a  (SAU_ 

MANDE 1977).

La v a r ia b i l i d a d  en e l  nûmero de o v u la c io n e s  como re s p u e s ta  a l  t r a  

ta m ie n to  de s u p e ro v u la c iô n  con PMSG, fu é  e s tu d ia d a  desde e l  p u n to  de v is t a  

de la s  d i fe r e n c ia s  en lo s  n iv e le s  h o rm on a les  en cada in d iv id u o .

E l E ^ p  , h a b ia  dem ostrado  s e r  e l  m e jo r  r e f l e j o  d e l c re c im ie n to  f o  

l i c u l a r  en e l  c i c l o  s e x u a l d e l a n im a l a d u l to  (HENRICKS e t  a l ,  1971) (GLEN_ 

CROSS e t  a l  1 9 73 ). Sus n iv e le s  ta m b ié n  se in te n ta r o n  r e la c io n a r  después d e l 

t r a ta m ie n to  s u p e r o v u la to r io  con e l  nûmero y c a l id a d  de la s  o v u la c io n e s .

HENRICKS e t  a l .  ( l9 7 3 )  y LEMON y SAUMANTE ( l9 7 2 ) ,  dem ostraban que

ta n to  lo s  n iv e le s  de E^|3 como lo s  de l a  p ro g e s te ro n a , te n ia n  una a l t a  c o r r e ­

la c iô n  con la  ta s a  de o v u la c iô n  después de un t r a ta m ie n to  con 1600-3200 U . I .

de PMSG e l  d ia  16 d e l c i c l o .

HENRICKS e t  a l . ,  (1 9 7 3 ) , d e te rm in a n d o  e s trô g e n o s  t o t a le s  d e m o s tra ­

ban tam b ién  una a l  ta  c o r r e la c iô n  e n tre  lo s  n iv e le s  de e s ta s  horm onas, ta s a  de 

o v u la c iô n  y d o s is  de PMSG. Los n iv e le s  de e s trô g e n o s  e ra n  méximos d u ra n te  

e l  c e lo  con c o n c e n tra c io n e s  de 36 p g /m l con una c a id a  b ru s c a  12 h o ra s  més 

ta r d e .  P ara e s te  a u to r  no e x is t e  c o r r e la c iô n  e n t re  e l  nûmero de o v u la c io n e s  

y e l  méximo n iv e l  de LH d u ra n te  e l  c e lo .

E s ta  f a l t a  de in f lu e n c ia  de la  d o s is  de PMSG s o b re  la  s e c re c iô n  en _  

dôgena de LH, ha s id o  ta m b ién  d e s c r i t a  p o r  HALLFORD e t  a l . ,  ( 1 9 7 5 ) .E s tos  a u to  

re s  s i  e n cu e n tra n u n a  r e la c iô n  e n tre  n iv e le s  de E ^p  y nûmero de cue rpos  lû te o s  

e l  d ia  12 d e l  c i c l o  con v a lo r e s  de 1 7 ,7 +  4 ,2  p g /m l.
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SAUMANDE y PELLETIER (1 9 7 5 ) , e n c o n tra b a n  ta m b ié n  una c o r r e la c iô n  

e n t re  l a  c o n c e n tra c iô n  méxima de E ^ p  , a n te s  d e l p ic o  de LH con e l  numéro de 

o v u la c io n e s  ( r  = 0 ,7 8 ,  P < ü , O l ) ,  c o n firm a n d o  que la  c o n c e n tra c iô n  en e l  

plasm a p e r i f é r i c o  d e E ^ P  , con n iv e le s  s u p e r io re s  a lo s  40 p g /m l,  a n te s  d e l 

p ic o  de LH, r e f le ja b a  e l  numéro de f o l i c u l o s  en c o n d ic io n e s  de o v u la r  segûn 

h a b ia  s u g e r id o  HENRICKS e t  a l . ,  (1 9 7 3 ) .  P a ra  es tos  a u to re s s in  em bargo, e l  

p ic o  p r e o v u la to r io  de LH e s té  c o r re la c io n a d o  con e l  nûmero de o v u la c io n e s  des 

pués de la  e s t im u la c iô n  con PMSG, aunque lo s  n iv e le s  b a s a le s  no se e n c u e n tra n  

a fe c ta d o s  (SAUMANDE 1 9 7 8 ).

En sus t r a b a jo s  in c ia le s  SAUMANDE y TESTART (1 9 7 4 ) , d e s c r ib ia n  

que en e l  a n im a l p re p û b e r no h a b ia n  p o d id o  d e m o s tra r una e s tre c h a  r e la c iô n  

e n t re  e l  nûmero de o v u la c io n e s  y e l  n iv e l  de E ^p  como se h a b ia  dem ostrado  en 

e l  a d u l to .  En e s te  t r a b a jo  ap a rece n  la s  c o n c e n tra c io n e s  méximas de , a l

re d e d o r de la s  130 h o ra s  después d e l com ienzo  d e l t r a ta m ie n to ,  34 h r s .  d e s­

pués de l a  a p l ic a c iô n  de PMSG con v a lo r e s  de 150 a 2050 p g . /m l.

S in  embargo en un t r a b a jo  p o s t e r io r  TESTART e t  a l . ,  (1 9 7 7 ) u t i l i z a n  

do en a n im a le s  p re p û b e re s  e l  mismo t r a ta m ie n to  FGA-PMSG e n c o n tra b a n  una r e la ­

c iô n  c u a n t i t a t i v a  e n t re  l a  c o n c e n tra c iô n  de E ^p  , en e l  p lasm a y e l  nûmero 

de f o l i c u l o s  que o v u la n , con n iv e le s  méximos de 4 1 -5 0 2  p g /m l. ,  c o in c id ie n d o  

con lo s  p ic o s  p r e o v u la to r io s  de FSH y  LH.

SAUMANDE y MARIANA (1 9 7 6 ) ,  no e n c o n tra b a n  n in g û n  p a ré m e tro  en la  

c u rv a  de E ^P  » a d m in is tra n d o  PMSG s o la ,  que t u v ie r a  una r e la c iô n  e s t r i c t a  con 

e l  nûmero de f o l i c u l o s  de més de 5 mm. p ré s e n te s  en la  s u p e r f ic ie  d e l o v a r io .

D e te rm in a n d o  lo s  n iv e le s  de e s trô g e n o s  t o t a le s  no c o n ju g a d o s  des­

pués d e l t r a ta m ie n to  con PMSG y PGP^oi ,4 8  h r s .  més ta r d e ,  BOOTH e t  a l . ,  (1 9 7 5 ) 

e n c o n tra b a n  n iv e le s  de e s trô g e n o s  de 264 p g /m l,  en lo s  a n im a le s  con una a l  ta  

ta s a  de o v u la c iô n ,  16 ô mas o v u la c io n e s  d u ra n te  lo s  d ia s  3 y 6 después de l a  

o v u la c iô n ,  s u g ir ie n d o  que e s to  e ra  d e b id o  a l a  p ro d u c c iô n d e  f o l i c u l o s  a n o v u la -  

r e s ,  que c o n tin u a b a n  s ie n d o  s e c r e to r e s .
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Con una f re c u e n c ia  an la s  tom as de m u e s tra s  de sangre - de 2 h r s .  a 

p a r t i r  de la  in y e c c iô n  de PMSG, con un m étodo de s u p e ro v u la c iô n  PMSG/PGF^ol , 

SAUMANDE (1 9 8 0 ) d e s c r ib ia  como la  c o n c e n tra c iô n  de E ^ p ,  se in c re m e n ta b a  

a p a r t i r  de la s  24 h o ra s  de la  in y e c c iô n  de PMSG, s ie n d o  m ayor en lo s  an im a­

le s  con m ayor ta s a  de o v u la c iô n ,  e x is t ie n d o  una c o r r e la c iô n  de r  = 0 ,9 0  con 

e l  n iv e l  mâximo p r e o v u la to r io ,  de sce n d ie n d o  lo s  n iv e le s  ré p id a m e n te  en 2 4 -  

36 h o ra s .

S ô lo  en a lg u n o s  a n im a le s  se o b se rvab a  un in c re m e n to  p o s t e r io r  con 

un méximo e l  d ia  3  después de l a  o v u la c iô n  (2 2 6  p g /m l y  7 5 ,2  pg /m l.)(S A U M A N _ 

OE 1 9 7 8 ). E s te  in c re m e n to  ya h a b ia  s id o  o b se rva d o  p o r  BOOTH e t  a l . ,  (1 9 7 5 ) 

en to d o s  lo s  a n im a le s  de su e x p e r ie n c ia ,  p e ro  p a ra  SAUMANDE (1 9 7 8 ) ,  més que 

d e b id o  a l a  p re s e n c ia  de f o l i c u l o s  a n o v u la re s , l a  c a u sa , v e n d r ia  p o r  un e fe c  

t o  a la r g o  p la z o  de l a  PMSG, p o r  su la r g a  v id a  m edia y  p o r  su a c c iô n  so b re  

to d a  la  p o b la c iô n  f o l i c u l a r  ( SAUMANDE 19 80 ).

E l p ic o  p r e o v u la to r io  de LH o c u rre  4 4 ,0  -  4 ,9  h o ra s  después de la  

in y e c c iô n  de PGF^c*. , con e l  s is te m a  PMSG/PG de a c u e rd o  con lo s  t r a b a jo s  de 

PHILLIPPO y ROWSON (1 9 7 5 ) , s in  embargo en a n im a le s  no t r a ta d o s  con PMSG, e l  

p ic o  p r e o v u la to r io  de LH a p a re ce  20 h o ra s  més ta r d e ,  es d e c i r  a la s  64 h o ra s  

después de la  in y e c c iô n  de PGF^ot . (OOBSON e t  a l . ,  1 9 7 5 ). E s te  mismo i n t e r -  

v a lo  a p a re ce  e n t re  in y e c c iô n  de p ro s ta g la n d in a  y com ienzo  d e l c e lo  (4 8 -7 2  ho 

r a s ) . (COOPER y ROWSON 1975) ô 6 0 -7 2  h o ra s  (OELETANG 1 9 7 5 ). En c u a lq u ie r  caso 

e l  i n t e r v a lo  e n tre  e l  com ienzo  de la  l u t e o l i s i s  y e l  p ic o  p r e o v u la to r io  de 

LH, es més c o r to  que en e l  c i c l o  no rm a l o después d e l t r a ta m ie n to  con P G F^ 

s ô la .  E l s ig n i f i c a d o  de e s to  es aûn d e s c o n o c id o .

Los s is te m a s  de v a lo r a c iô n  de la  re s p u e s ta  a l a  PMSG s ig u e n  s ie n d o  

e s tu d ia d o s ,  p e ro  a m edida que la s  d o s is  de PMSG aum entan, la  v a r ia b i l i d a d  en 

la  re s p u e s ta  es m ayor (SAUMANOE 1 9 78 ). No han s id o  e s tu d ia d a s  o t r a s  hormonas 

a p a r té  d e l E |̂3» , que puecfen te n e r  r e la c iô n  con e l  nûmero de o v u la c io n e s  y p o r  

ta n to  r e f l e j o  en l a  a c t iv id a d  f o l i c u l a r .  P or e l  momento después de la  in y e c ­

c iô n  de PMSG no e x is t e  un m étodo pa ra  p r e d e c ir  la  re s p u e s ta .
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3 . 1 . -  MATERIAL 

A p a ra to s

E l c o n ta je  de la s  ra d ia c io n e s  c o r re s p o n d ie n te s  a l  3 ^  se r e a l iz e  

en dos c o n ta d o re s  de c e n te l le o  l i q u id o  m o d è le s , " L iq u id  s c i n t i l l a t i o n  sys te m . 

Is o c a p  300. S e a r le  A n a ly t ic  I n c .  y  " L iq u id  s c i n t i l l a t i o n  s p e c tro m e te r .  P ackard  

3255 . T r i - c a r b  s y s te m ".

Se u t i l i z a r o n  dos c e n t r i f u g a s  r e f r ig e r a d a s  p a ra  l a  s e p a ra c iô n  de 

f r a c c io n e s  l i b r e s  y  l ig a d a s  m ode los  J -6  Beckman y RC3B S o r v a l l .

E l c a lc u lo  de r e s u l ta d o s ,  p a ra  l a  d e te rm in a c io n  de c o n c e n tra c io n e s  

en cada una de la s  m u e s tra s  después d e l  a n é l i s i s ,  se e fe c tû a  en un com putador 

p ro g ra m a b le  H e w le tt-P a c k a rd  m ode lo  H-P 9815 A.

A n im a le s

P ara  la  p re p a ra c iô n  de a n t ic u e rp o s  a n t ie s t rô g e n o s  se u t i l i z a r o n  

4 con e jo s  de ra z a  N eo ze la n d e sa , de s e is  meses de edad, a lo ja d o s  en ja u la s  in  

d iv id u a le s  con una a l im e n ta c iô n  "a d  l i b i t u m " .

En la  e x p e r ie n c ia  r e la t i v a  a l  e s tu d io  de la s  c o n c e n tra c io n e s  de e s ­

trô g e n o s  d u ra n te  e l  c i c l o  s e x u a l , se u t i l i z a r o n  10 vacas de ra z a  F r is o n a  ( F r i  

s o n e 'P ie  N o ir e ) .  P ara  la  d e te rm in a c iô n  de lo s  n iv e le s  de e s trô g e n o s  en Mem­

b re s  so m e tid a s  a s u p e ro v u la c iô n  se u t i l i z a r o n  9 n o v i l l a s  de la  misma ra z a  de 

18 meses de edad. Todas e s ta s  Membres p re s e n ta b a n  una a c t iv id a d  o v é r ic a  c i -  

c l i c a ,  con c e lo s  re g u la r e s  y s in  a n te c e d e n ts  p a to lô g ic o  a lg u n o .

M a te r ia l  fu n g ib le  de la b o r a to r ib

Como m a te r ia l  e s p e c i f ic o  p a ra  la  p u e s ta  a p u n to  de la  té c n ic a  ra d io  

in m u n o lô g ic a  de d e te rm in a c iô n  de e s trô g e n o s  en e l  p la sm a , se e m p lea ron :



-47-

Tubos c ô n ic o s  de 60 m l con ta p o n  e s m e r ila d o  p a ra  la  e x t r a c c io n ,  

tu b o s  c o n ic o s  de 30 m l p a ra  la  e v a p o ra c io n , m ic ro co lu m n a s  B o u r s e u i l  6 - 6 , 5 /  

/2 4 0  p a ra  c ro m a to g ra f ia  y v ia le s  y tu b o s  de p o l ip r o p i le n o  de un volum en de 

10 m l y 3  m l. re s p e c tiv a m e n te  p a ra  c o n ta je  en e l  c o n ta d o r  de c e n te l le o  l i ­

q u id o .

R e a c t iv o s

En la  re a c c io n  in m u n o lô g ic a  se han u t i l i z a d o  t r e s  a n t ic u e rp o s  d i  

fe r e n te s  de lo s  c u a le s  se d e s c r ib e n  sus c a r a c t e r is t ic a s  y re a c c iô n  c ru z a d a :

A n t ic u e rp o  a n t i -  17^ e s t r a d io l  no e s p e c i f ic o ,  o b te n id o  p o r  in m u - 

n iz a c iô n  en l a  o v e ja  con e l  a n t ig e n o  E s tro n a -1 7  -  C a rb o x im e t i lo x in a  -  BSA.

Be u t i l i z a  a una d i lu c iô n  f i n a l  de 1 /1 8 0 .0 0 0 . Con la  r e f e r e n d a  B ^S ^ -1 . C e- 

d id o  p o r e l  D r. A d e lin e  de la  "F o u n d a tio n  R echerche H o rm o n o lo g ie " ( F r a n c ia ) .

P ré s e n ta  la s  s ig u ie n te s  re a c c io n e s  c ru z a d a s :

< "1  =
100% < = 100%

" E ^(, = 115% "
^1

= 50%

" ^ 2 ^  =
44% "

^3
7%

^3
10% "

^4
<  0,5%

" ^4  < 0,5%

A n tic u e rp o  a n t i - e s t r o n a  e s p e c i f ic o ,  o b te n id o  p o r  in m u n iz a c iô n  en 

o v e ja  con e l  a n t ig e n o  " E s t ro n a -6 -c a r b o x im e t i lo x im a  -  BSA" y r e f e r e n d a  23B^S^ 

a una d i lu c iô n  f i n a l  1 /3 0 0 0 , c e d id o  p o r e l  D r. A d e lin e  de l a  "F o u n d a tio n  Re­

ch e rch e  H o rm o n o lo g ie " ( F r a n c ia ) .

P resence la  s ig u ie n te  re a c c iô n  c ru z a d a :

E^(b <  0,50%

E^ <  0,10% 
E^ <  0,10%
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A n tic u e rp o  a n t i - e s t r a d i o l - 17/3 , e s p e c i f ic o ,  o b te n id o  p o r  in m u n i­

z a c iô n  en e l  c o n e jo  con e l  a n t ig e n o  " E s t r a d io l - 17/3 -  6 -  c e to - c a r b o x im e t i lo  

x im a -  BSA" y r e f e r e n d a  L4386 a una d i lu c iô n  f i n a l  1 /2 4 0 .0 0 0  c e d id o  p o r  e l  

D r. M. T e rq u i de la  " S ta t io n  de P h y s io lo g ie  de la  R e p ro d u c tio n  d e l  INRA en 

N o u z i l ly  ( F r a n c ia ) .

P ré s e n ta  l a  s ig u ie n te  re a c c iô n  c ru z a d a , segûn D ra y  e t  a l . ,  1971

E s t r a d io l  -  17(3 100

: .6 - c e to - e s t ra d io l- 1 7 (3  1 2 ,3

1 6 - c e to -e s t r a d io l- 1 7 /3  1 ,3

E s t r a d io l  -  17c* 0 ,8 8

2 -  m e to x i-  e s t r a d i o l - 17(3 0 ,0 9

E s t r a d io l  -  17/3 g lu c o s id u ro n a to  0 ,3 8  

E s tro n a  0 ,7

^6d, - h id r o x i - e s t r o n a  0 ,4 2

S u lfa to  de e s tro n a  0

2 -m e to x i- e s tro n a  0

1 6 - e p i - e s t r io l  5

E s t r i o l  0 ,5 2

1 7 - e p i - e s t r i l  0

16, 1 7 - e p i - e s t r io l  0

A 1 6 - e s t r a te t r a n o l  0

H e x o e s tro l 0

D i e t i l —e s t i l b o e s t r o l  0

D ie n e s t r o l  0

3(3 , 17,3 , d io l- a n d ro s ta n o  0

T e s to s te ro n e  0

P ro g e s te ro n a  0

Para la  s e p a ra c iô n  de f r a c c io n e s  l i b r e s  y l ig a d a s  p o r e l  m étodo de 

in m u n o p re c ip ita c iô n  se ha u t i l i z a d o  -  g lo b u l in a s  de c o n e jo  y SMAL, ( Serum du 

mouton a n t i  l a p in ) .  C ed id as  p o r  e l  D r. M. T e rq u i a s i  como SMAC (S ue ro  de -
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morueco a n t i  c o n e jo )  o b te n id o  p o r  n o s o tro s .

a ) P re p a ra c iô n  de a n t ic u e rp o s  a n t ie s t rô g e n o s

Se han u t i l i z a d o  lo s  s ig u ie n te s  p ro d u c to s ;

A n t ig e n o , "E s tro n a  -  17 h id ra z o n a  -  BSA". C ed ido  p o r  e l  D r . M. T e rq u i.

A dyuva n te  c o m p le te  de F re u n d . "A d yu va n t c o m p le te  F re u n d " de L a b o ra to r ie s  

D i f c o .

Tw een.80 . Sigma C hem ica l Company.

T o xo id e  de vacuna t o s f e r in a  P e r th u s is  d e l I n s t i t u t e  L lo r e n te  S .A .

C lo r h id r a to  de p ro m e ta c in a , Fenergan de R odh ia  I b e r ic a  S .A .

A lbum in a  s e r ic a  de bu ey . ( "A lb u m in  b o v in e . Sigma C hem ica l C om pany").

b ) T é cn ica  ra d io in m u n o lô g ic a  de d e te rm in a c iô n  de e s tro g e n o s .

Se han u t i l i z a d o  lo s  a n t ig e n o s  m arcados s ig u ie n te s :

O e s t ra d io l  (2 ,  4 , 6 ,  7 -  ^ H ) . 9 0 -1 1 5  C i/m m o l. New E ng lan d  N u c le a r

O e s tro n e  (2 ,  4 ,  6 ,  7 -  3h ) . 8 5 -1 0 5  C i/m m o l. New E ng lan d  N u c le a r
2 .....

O e s t ra d io l  -  17« (2 ,  4 ,  6 , 7 -  h ) . 9 0 -1 1 5  C i/m m o l. New E ng land N u c le a r .

O e s t ra d io l  (2 ,  4 , 6 , 7 -  ^ h ) .  8 5 -1 1 0  C i/m m o l. R a d io c h e m ic a l C e n tre . Amersham. 

O e s tro n e  (2 ,  4 , 6 ,  7 -  ^ H ) . 8 0 -1 1 0  C i/m m o l. R a d io c h e m ic a l C e n tre . Amersham.

E s te ro id e s  u t i l i z a d o s  como a n t ig e n o s  no m arcados o f r i o s :

17,5 -  e s t r a d io l .  S te r a lo id s  INC . W ilto n  N .H .

17« -  e s t r a d io l  

16o( -  h id r o x ie s t r o n a  

16 -  c e to  -  e s t r a d io l

6 -  c e to  -  e s t r a d io l

16 -  e p i -  e s t r i o l  

D ie n e s t r o l

D i e t i l  -  e s t ib o e s t r o l
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E s tro n a .  M erck 

E s t r i o l . Merck 

T e s to s te ro n e . M erck 

C o le s t e r o l . M erck

6 -  d e h id ro e s tro n a .  Sigma C hem ica l Company.

P ro g e s te ro n a . "  "

Los d is o lv e n te s  o rg a n ic o s  u t i l i z a d o s  en la  e x t r a c c io n  han s id o :  

D ic lo ro m e ta n o . M erck

E te r  e t i l i c o .  " O ié th y le  o x id e .  P .P . N o rm a p u r". P ro la b o .

B enceno. M erck 

E ta n o l a b s o lu te .  M erck

Como enzim as se han usado:

E x t r a c t s  de " H e l ix  p o m a t ia " . A c t iv id a d  g lu c o ro n id a s a  y s u l f a ta s a .  I n d u s t r ie  

b io lo g iq u e  f r a n ç a is e .

HSD. H id ro x i- s te r o id - d e h id r o g e n a s e .  P re p a ra c iô n  e n z im é t ic a  de "Pseudomonas 

t e s t o s t e r o n i " . Type I .  S igm a.

Como c o fa c to r  en la  re a c c iô n  de o x id a c iô n  se u t i l i z a n  DPN: ( -N i  

c o t in a m id e  a d e n in e  d in u c le o t id e ) .  S igm a.

En la  c ro m a to g ra f ia  se u t i l i z a  Sephadex LH -20 . "P h a rm a c ia  F in e  -

C h e m ic a ls " .

P ara  la  s e p a ra c iô n  de f r a c c io n e s  l i b r e s  y l ig a d a s ,  p o r  e l  m étodo 

de a b s o rc iô n  con c a rb ô n -d e x tra n o  se han u t i l i z a d o  ; N o r i t  A ( " N u t r i t i o n a l  

B io c h e m ic a ls  C o rp o ra t io n " ) y D e x tra n o  ( "D e x tra n  T70. P harm ac ia  F in e  C h e m ic a ls ")

c )  T ra ta m ie n to  de s u p e ro v u la c iô n .

PMSG. G o n a d o tro p in a  s é r ic a  de yegua g e s ta n te .  O rganon. B a tch  n? V5 

C lo p r o s te n o l . A n a lo g s  de p ro s ta g la n d in a  -  F ^  . E s tru m a te . I C I .  Im p e r ia l  -  

C hem ica l I n d u s t r ie .
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S o lu c io n e s

TAMPON FOSTATO;

P ara  1 l i t r o  de s o lu c iô n :

5 ,3 8  g . NaH^PO^. (M e rck )

16 ,34  g . Na^HPO^

9 g . NaCl "

1 g . A z id a  de Na "

1 g . G e la t in a  "

Es p r é c is e  d is o lv e r  la  g e la t in a  en c a l ie n te  a n te s  de a n a d i r la  a -

la  m e z c la , a ju s ta n d o  e l  pH a 7 con NaOH c o n c e n tra d a  y c o n s e rv a r la  a +49C.

TAMPON ACETATO:

Tampon -  A c id o  a c é t ic o  /  A c e ta to  s ô d ic o .

120 m l. de a c id o  a c é t ic o ,  se ag rega  agua d e s t i la d a  h a s ta  c o m p le ta r  1 1 . (s o -  

lu c io n  2 m ) .

272 g de a c e ta to  s ô d ic o ,  se ag re g a  agua d e s t i la d a  h a s ta  c o m p le ta r  1 1 . (s o ­

lu c iô n  2 m ) .

M e z c la r  vo lûm en a volûm en y a ju s t e r  e l  pH a 4 ,8  con sosa c o n c e n tra d a  (1 0  M ) . 

TAMPON CARBONATO

Se p ré p a ra  con 4 ,2  g . CO^H Na, 5 ,3  g . CO^Na^ com p le tan do  h a s ta  

1000 m l de s o lu c iô n .  S egu idam ente  se hace p a s a r CO^ en la  s o lu c iô n  p a ra  - 

a ju s t a r lo  a un pH 9 ,1 .
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LIQUIDO DE CENTELLEO:

-  4 g PPO ( 2 , 5  -  d i f e n i l o x a z o l ) P ackard

-  40 mg D im e t i l  POPOP. P ackard  

D i l u i r  en 1 1. de to lu e n e

3 .2 .  METODOS

3 . 2 . 1 . -  P re p a ra c iô n  de a n t ic u e rp o s  a n t ie s t rô g e n o s

E l a n t ig e n o  es d i l u i d o  en s u e ro  s a l in o  a una c o n c e n tra c iô n  de 1 mg/

m l . ,  p re p a ra n d o se  s u f i c ie n t e  c a n t id a d  de a n t ig e n o  p a ra  to d o  e l  p e r io d o  de in

m u n iz a c iô n .

A 4 m l de la  s o lu c iô n  de a n t ig e n o  s e  anaden 4 m l. de ad yu va n te  

c o m p le te  de F reund y 0 ,4  ml de Tween 80 como e m u lg e n te . V e r t ie n d o  con ener_  

y ia ca d a  uno de lo s  com ponentes con dos j e r i n g u i l l a s  en un v i a l  v a r ia s  veces 

se o b t ie n e  una e m u ls iô n  pe rm a n e n te , que s e ra  in y e c ta d a  a lo s  c o n e jo s .

A cada c o n e jo  se in y e c ta n  2 m l .  de la  e m u ls iô n , c o r re s p o n d ie n te  a

1 mg. de a n t ig e n o ,en la  re g iô n  c o s ta l  y e s c a p u la r ,  después de d e p i la r  y d e s in  

f e c t a r  con una s o lu c iô n  a lc o h o l ic s  de io d o .

Las in y e c c io n e s  se r e a l iz a n  con je r in g a s  de in s u l in a  de un s ô lo  uso 

p o r  v ia  in t r a d é r m ic a ,  r e p a r t id a s  en 30 ô 40  p u n to s  d i f e r e n t e s .  A c o n t in u a -  

c iô n  se in y e c ta  p o r v ia  su b c u ta n e a , 1 m l. de to x o id e  de vacuna t o s f e r in a  p a ra  

e s t im u la r  la  re a c c iô n  in m u n o lô g ic a .

P ara c o n s e g u ir  una s u b id a  mas ra p id a  d e l n iv e l  de a n t ic u e rp o s ,  se 

a d m in is t r a  p o r  v ia  in t r a v e n o s a , t r a n s c u r r id o s  dos meses de la  in m u n iz a c iô n ,

1 mg de a n t ig e n o  d i l u i d o  en s o lu c iô n  s a l in a .

La in y e c c iô n  se hace en la  vena m a rg in a l de l a  o r e ja ,  p re v io  t r a t a ­

m ie n to  con 5 mg de c lo r h id r a t o  de p ro m e ta c in a  p a ra  e v i t a r  p o s ib le s  shocks ana_ 

f i l a c t i c o s .
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Como esquema de in m u n iz a c iô n  se s ig u e  e l  s ig u ie n te :

TS

5 6

1— I--- 1 r
ID  ID  ID  ID

TS

10 11 12

Semanas de 
in m u n iz a c iô n . 

TS

13 14

“ I 1--- 1----r
10 10 10 10

15 16 17

IV

I . D .  In y e c c iô n  in t r a d é r m ic a  

I . V .  In y e c c iô n  in t r a v e n o s a  

T .S . Toma de sa n g re

A cada c o n e jo  se l e  in y e c ta  1 mg. de a n t ig e n o  sem analm ente d u ra n te  

4 semanas p o r  v ia  in t r a d é r m ic a .  A lo s  28 d ia s  de la  u l t im a  in y e c c iô n  se le  

in y e c ta  1 mg. de a n t ig e n o  p o r  v ia  in t r a v e n o s a .  A lo s  14 d ia s  se v u e lv e  a ad ­

m in is t r e r  una in y e c c iô n  in t r a d é r m ic a  sem anal d u ra n te  4 sem anas. Pasado un mes 

se pueden r e a l i z a r  in y e c c io n e s  m ensua les de re c u e rd o  en e l  caso  de q u e re r  man 

te n e r  o e le v a r  e l  t i t u l o  d e l a n t is u e r o  en lo s  a n im a le s .

Las tom as de sa n g re  se r e a l iz a n  a lo s  15 d ia s  de cada in y e c c iô n  -  

s a lv o  en e l  caso  de l a  in y e c c iô n  in tr a v e n o s a  que se hace a lo s  5 d ia s .

La san g re  se re c o g e  de la  vena m a rg in a l de la  o r e ja ,  m e d ia n te  p u n - 

c iô n  de la  misma y a c o p la m ie n to  p o s te io r  en la  o r e ja  de un s is te m a  de v a c io  

con lo  c u a l la  sa n g re  se puede re c o g e r  en un tu b o . De un c o n e jo  se pueden re  

c o g e r h a s ta  50 c c .  La s a n g re  o b te n id a  se d e ja  a te m p e ra tu re  a m b ia n te  una n o - 

che y e l  s u e ro  o b te n id o  se c e n t r i f u g e .

E s te  s u e ro  se d i lu y e  con tampôn f o s f a t o  a l  1 /1 0  y se p ro cé d é  a su 

s a tu ra c iô n  con BSA, p a ra  e v i t a r  p o s ib le s  in te r a c c io n e s  e n t re  a l  a n t is u e r o  y 

la s  p r o te in a s  p la s m é t ic a s .  P ara  s a tu r a r  e l  a n t is u e ro  se anaden 5 mg de BSA 

p o r  cada m l. de s o lu c iô n ,  y  se d e ja  in c u b a r  24 h o ra s  a 49C; a c o n t in u a c iô n  se 

anade 1 mg. de BSA p a ra  cada m l. y se d e ja  re p o s e r  m edia h o ra  a te m p e ra tu re  -  

a m b ie n te .

La c o n s e rv a c iô n  d e l  a n t is u e r o  puede r e a l iz a r s e  en c o n g e la d o r a -159C
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Q m e d ia n te  l i o f i l i z a c i ô n .

En cada m u e s tra  de sa n g re  se d é te rm in a  e l  t i t u l o  y e s p e c i f id a d  p a ra  

a p r e c ia r  su e v o lu c iô n .  Se r e a l iz a r o n  6 tom as de s a n g re  en la s  semanas 3 ,

6 , 8 , 9 y 11, 13 y 15 d e l c u a d ro  de in m u n iz a c iô n .

E l t i t u l o  d e l a n t ic u e rp o  se d e te rm in a b a  in cu b a n d o  d i f e r e n t e s  c o n -
1 1 1 1

c e n tra c io n e s  de a n t is u e r o  desde 1 /1 0 0  a 1 /1 600 0  ( — , — ,

^ , con una c a n t id a d  f i j a  de e s tro n a  m arcada ( , 5000
4 0 0 0 ’ 8000 10000
cpm ), d u ra n te  24 h o ra s  a 49 C.

La s e p a ra c iô n  de f r a c c io n e s  l i b r e  y  co n ju g a d a  se h a c ia  m e d ia n te

a d ic iô n  de 1 m l. de una s u s p e n s iô n  de NORIT A -  d e x tra n o  que c o n te n ia  125

mg de NORIT A y 5 mg de d e x tra n o ^ e n  200 c . c .  de tampon f o s f a t o .

Después de la  c e n t r i f u g a c iô n  se c u e n ta  con e l  c o n ta d o r  de c e n te ­

l l e o ,  e l  e s trô g e n o  marcado que se ha l ig a d o  a l  a n t ic u e r p o ,  d e f in ié n d o s e  e l  

t i t u l o  d e l mismo como a q u e l la  c o n c e n tra c iô n  que es capaz de c a p ta r  e l  50% 

de la  r a d ia c t iv id a d  t o t a l  p re s e n ts  en e l  m e d io .

La e s p e c i f ic id a d  s e h a d e te rm in a d o  p o r  la  re a c c iô n  c ru za d a  (R .C ) d e l 

a n t ic u e rp o  con d i s t i n t o s  e s te r o id e s ,  y u t i l i z a n d o  en to d o s  lo s  casos como es 

t e r o id e  m arcado la  e s t ro n a .

P ara d e te rm in e r  la  re a c c iô n  c ru za d a  se h a c ia  r e a c c io n a r  e l  a n t i ­

c u e rp o  a v a lo r a r  con un e s te ro id e  ( x )  p rob lem a  y una c a n t id a d  c o n o c id a  d e l 

e s te r o id e  e s p e c i f ic o  marcado (S * )  en e s te  ca so  la  E ^.

Tomando a r b i t r a r la m e n te  la  re a c c iô n  c ru za d a  d e l e s te r o id e  (S ) como 

d e l 100%, e l  ta n to  p a r  c ie n to  de re a c c iô n  c ru za d a  con un e s te r o id e  ( x ) ,  ven­

d ra  d e te rm in a d o  p o r  la  fo rm u la :

Masa de e s te ro id e  (s )q u e  se n e c e s ita  p a ra  d e s p la z a r  e l  50% de
R .C . =

Masa de e s te ro id e  ( x )  que se n e c e s ita  p a ra  d e s p la z a r  e l  50% de (S )
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3 ,2 .2 .  P u e s ta  a p u n to  de la  té c n ic a  de d e te rm in a c iô n  de TE^, TE^p , TE^rt

H i d r ô l i s i s  de e s trô g e n o s  c o n ju g a d o s : P ara r e a l i z a r  la  h i d r ô l i s i s

de lo s  e n trô g e n o s  c o n ju g a d o s  a g ru p o s , g lu c u ro n o  y  s u l f a t o ,  se s ig u e  un m éto 

do e n z im â t ic o ,  u t i l i z a n d o  una p re p a ra c iô n  a base de e x t r a c to  de m o luscos 

( H e l ix  p o m a tia )  con  a c t iv id a d  g lu c u ro n id a s a  y s u l fa ta s a .

La h i d r ô l i s i s  se r e a l i z a  en m edib é c id o ,  d i lu y e n d o  e l  e x t r a c to  en 

tam pôn a c e ta to (p H  4 , 8 , ) a  d i s t i n t a s  c o n c e n tra c io n e s  (5%, 10% y 20% ).

A 5 m l.  de p lasm a se anaden 0 ,5  m l.d e  e s ta  s o lu c iô n ,  d e ja n d o  in c u ­

b a r  una noche a 379C.

E x t r a c c iô n :  P ara  l a  e x t r a c c iô n  de lo s  e s te ro id e s  l i b r e s ,  p ré s e n ­

te s  en e l  p la sm a , se u t i l i z a  e l  é t e r  e t i l i c o ,  p re v ia m e n te  d e s t i la d o ,  con 

un volûm en 6  veces s u p e r io r  a l  de l a  fa s e  a cu o sa . Se a g i t a  en un a g i t a -  

d o r  v ib r a d o r  d u ra n te  30 segundos, re c u p e rè n d o se  l a  fa s e  o rg é n ic a  p o r  decam- 

ta c iô n  después de c o n g e le r  la  fa s e  acu o sa .

C ro m a to g ra f ia :  La c ro m a to g ra f ia  p a ra  s e p a ra c iô n  de lo s  d i f e r e n t e s

V e s trô g e n o s , se r e a l i z a  en m ic ro co lu m n a s  de Sephadex LH 20 de 4  mm. de d iâ -  

m e tro , y t r e s  lo n g i tu d e s  d i f e r e n t e s :  5 mm, 6 mm. y 8 mm.

Se u t i l i z a n  dos s is te m a s  de s o lv e n te s :  b e n ce n o / e ta n o l 8 5 /1 5  ( v .  

v )  y 9 5 /5  ( v . v ) .

E l Sephadex se d e ja b a  d u ra n te  24 h o ra s  en c o n ta c ta  con e l s o lv e n ts  

y a c o n t in u a c iô n  e ra  d e p o s ita d o  en la  co lum na l a  c u a l h a b ia  s id o  p re v ia m e n te  

tap ona da  con a lg o d o n  de v i d r i o .

E l e x t r a c to  que c o n te n ia  lo s  e s te ro id e s  e ra  d e p o s ita d o  en la  co lum  

na en dos m itedes con un vo lûm en de 50 y l  cada v e z .

A c o n t in u a c iô n  se pasa e l  e lu y e n te  p o r la  colum na y se recogen  

la s  f ra c c io n e s  c o r re s p o n d ie n te s  de cada uno de lo s  e s trô g e n o s  a d e te rm in a r .

E l p ic o  de e s tro n a a p a rê c la  e n t r e  lo s  700 y 1200 ^ , y e l  de e s t r a d io l  e n tre  

lo s  1400 y 2000 | iL .
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□ x id a c iô n  e n z im é t ic a ;  A l no p o d e r s e p a ra r  m e d ia n te  la  c ro m a to g ra ­

f i a  lo s  isô m e ro s  E^jh y , re a liz a m o s  una o x id a c iô n  e n z im é t ic a ,  que p e rm i­

t s  la  t r a s fo rm a c iô n  d e l 17P -  e s t r a d io l  en e s tro n a .

Se u t i l i z a  un enzim a p re p a ra d o  a p a r t i r  de b a c te r ia s  que o x id a n  

e s p e c x fic a m e n te  l a  fu n c iô n  17(3 (HSD: H id r o x i - s t e r o id -d e h y d ro g e n a s e ) en p re ­

s e n c ia  de un c o fa c to r  (DPN: D i f o s f o p i r i d in - n u c le d t i d o ) .

Se p ro b a ro n  d i f e r e n t e s  c o n c e n tra c io n e s  de enzim a y de c o fa c to r  p a r  

t ie n d o  de la s  o b te n id a s  p o r  ATTAL ( 1 9 7 0 ).

S o lu c iô n  de c o f a c t o r , ( S o i .  A ) :  34 mg.de DPN en 10 m l.d e  tam pôn c a r

b o n a to .

S o lu c iô n  de e n z im a ,(S o i.  B ) : 50 mg de HSD en 10 m l de ta m p o n ca rb o -

n a to .

A l r e s id u o  seco que c o n t ie n e  l a  f r a c c iô n  de Eg(3 + E^d se anaden 0 ,6  

m l.d e  l a  s o lu c iô n  A (2 ,0 4  mg de DPN) y 0 ,5  m l de la  s o lu c iô n  B (2 ,5  mg de 

HSD), y se d e ja  in c u b a r  2 h o ra s  a 379C.

La e fe c t i v id a d  de la  t ra n s fo rm a c iô n  e n z im é t ic a  se com probô, v a r ia n -  

do e l  tie m p o  de in c u b a c iô n  a s i  como la s  c o n c e n tra c io n e s  de enzim a y c o fa c to r

M e d ia n te  una segunda c ro m a to g ra f ia  en la s  mismas c o n d ic io n e s  que 

l a  p r im e ra ,  se pueden s e p a ra r  la s  nuevas f r a c c io n e s  E q u e  co rre sp o n d e n  a l  

o x id a d o , y la  f r a c c iô n  e s t r a d io l  que co rre s p o n d e  a l  E^d que ha quedado 

s in  t r a s fo r m a r .

R eacc iô n  in m u n o lô g ic a : A cada tu b o  de a n é l i s i s  se anaden 100)u l

J e l a n t ig e n o  no m arcado o f r i o ,  sea p e r te n e c ie n te  a l a  c u rv a  s ta n d a rd  o a 

la s  m u e s tra s  p ro b le m a , lOOj^l con e l  a n t ic u e rp o  a su d i lu c iô n  c o r re s p o n d ie n te  

y 100 | i l  con e l  a n t ig e n o  m arcado . E l vo lûm en f i n a l  de in c u b a c iô n  queda p o r 

ta n to  en 300 ^ 1 ,  re a liz é n d o s e  e s ta  to d a  la  noche a 49C.

S e p a ra c iô n  de f r a c c io n e s  l i b r e s  y l ig a d a s :  La s e p a ra c iô n  de la s  

f r a c c io n e s  l i b r e s ,  c o r re s p o n d ie n te  a l  a n t ig e n o  que no ha quedado u n id o  a l  an 

t ic u e r p o ,  de la s  c o n ju g a d a s , se r e a l i z a  m e d ia n te  la  a d ic iô n  de una su sp e n s iô n  

de c a rb ô n -d e x tra n o .
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Se u t i l i z a n  dos c o n c e n tra c io n e s  d i f e r e n t e s  de c a rb o n : 125 mg y

6 2 ,5  mg con 5 mg de d e x tra n o  en 200 m l.d e  tampon y de e s ta  s u s p e n s io n  se ana­

de a cada tu b o  1 m l.

Después de un tie m p o  de c o n ta c te  de 10 m in u te s  lo s  tu b o s  son c e n - 

t r i f u g a d o s  a 4000 r .p .m .  d u ra n te  20 m in u te s .

C u a lq u ie ra  de la s  f r a c c io n e s  l i b r e s  o l ig a d a s  pueden s e r  m e d id a s . La f r a c  

c iô n  l i b r e  queda en e l  fo n d e  d e l tu b o , h a b ie n d o  s id o  a b s o rb id a  p o r  e l  c a r ­

bon y la  f r a c c iô n  l ig a d a  queda en e l  s o b re n a d a n te , p u d ie n d o  s e r  re c u p e ra d a  -  

p o r  d e c a n ta c iô n  o p o r  p ip e ta je  de una f r a c c iô n  a l i c u o t a ;  e s ta  f r a c c iô n  

es pasada a un v i a l  de p o l ip r o p i le n o ,  se anade e l  l i q u id o  de c e n te l le o  y 

se v a lo r a  en cpm .m ed ia n te  e l  c o n ta d o r  de c e n te l le o  l i q u id o ,

A n é l is is  de r e s u lta d o s :

Los c é lc u lo s  son e fe c tu a d o s  con l a  ayuda de una m équina de c a lc u  

l a r  p ro g ra m a b le .

P ara  una m ayor f a c i l i d a d  de c é lc u lo ,  la  c u rv a  " s ta n d a rd "  es l i n e a -  

r iz a d a  m e d ia n te  un s is te m a  l o g i t / l n ,  como se m u e s tra  en la  f i g u r a  7 .  De 

e s ta  fo rm a  la  c u rv a  puede s e r  in t r o d u c id a  en e l  p rogram a de l a  c a lc u la d o r a  

d e f in id a  como e c u a c iô n  de una r e c ta .  E l c é lc u lo  es e fe c tu a d o  en B /T , donde 

B es la  r a d ia c t iv id a d  l ig a d a  a l  a n t ic u e rp o  y T l a  r a d ia c t iv id a d  t o t a l  ( " s t a n  

d a rd "  d e l a n é l i s i s  més "s ta n d a rd "  de la  r e c u p e r a c iô n ) .

Y ,|, Y ^: cpm en lo s  tu b o s  de a n é l i s i s

Bd : r u id o  de fo n d o  d e l a n é l i s i s

Bc : R u ido  de fo n d o  d e l c o n ta je

T : "S ta n d a rd "  de r a d ia c t iv id a d  d e l a n é l i s i s

C : "S ta n d a rd "  de r a d ia c t iv id a d  de l a  re c u p e ra c iô n

X : cpm de la  re c u p e ra c iô n

/3 : Volûmen a a n a l iz a r

rx : Volumen co n ta d o  en la  re c u p e ra c iô n

W : Volûmen re c o g id o  en e l  tampôn
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d i

E

V

D o s is  en e l  tu b o  de a n é l i s i s

Masa de e s trô g e n o  c o r re s p o n d ie n te  a l  " s ta n d a r d "  de re c u p e ra c iô n  

Volûmen de plasm a e x t r a id o

E l esquema de lo s  d a to s  in t r o d u c id o s  en e l  p rog ram a y lo s  c é lc u ­

lo s  es e l  s ig u ie n te :

R a d ia c t iv id a d  l iq a d a

R a d ia c t iv id a d  t o t a l
(T -B d ) +

( x - B c )  X

L o g i t  A = In
1-A

Podemos c a lc u la r  l a  d o s is  d e l e s te r o id e  en e l  tu b o  de a n é l i ­

s is  g r a c ia s  a l a  r e c ta  p a t rô n :  l o g i t  B /T  = f  ( i n  d o s is ) .

Luego la  d o s is  x en e l  vo lûm en de p lasm a e x t r a id o  s e ré :

w
d i  X ^  X

(C -  Bc) -  E
(x -B c )  X W

_ C

P o rc e n ta je  de re c u p e ra c iô n :

E s te  p o rc e n ta je  v ie n e  d e te rm in a d o  p o r  la s  p é rd id a s  h a b id a s  a lo  l a r

go de la  m a n ip u la c iô n , en cada una de la s  e ta p a s  de la  té c n ic a .

P re v ia m e n te  a la  e x t r a c c iô n  se anade a cada m u e s tra  p rob lem a  de 

p lasm a , 100 j i l  de una s o lu c iô n  de hormona marcada que c o n t ie n e  a lre d e d o r  de 

1000 cpm.

P ara e s tu d ia r  la s  p é rd id a s  vamos m id ie n d o  la  r a d ia c t iv id a d  que que

da en cada uno de lo s  tu b o s , después de p a sa r p o r  cada una de la s  e ta p a s .

V a lo r  b ia n c o .

E l v a lo r  b ia n c o , v ie n e  d e te rm in a d o  p o r  la  in f lu e n c ia  de lo s  r e a c t i  

vos y s u s ta n c ia s  que in te r v ie n e n  en la  té c n ic a ,  lo s  c u a le s  in c re m e n ta n  e l  v a ­

l o r  r e a l  de la  hormona a d e te rm in a r .
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P ara  h a c e r un e s tu d io  de é l  se p a r te  de cada uno de lo s  r e a c t iv o s  

e l  c u a l es a n a l iz a d o  como una m u e s tra  p ro b le m a . Se r e a l i z ô  un a n é l i s i s  s i s -  

te m é t ic o  de cada uno de e l l o s ,  e s p e c ia lm e n te  lo s  s o lv e n te s  p a ra  la  e x t r a c ­

c iô n ,  l a  p re p a ra c iô n  e n z im é t ic a  p a ra  la  h i d r ô l i s i s ,  y la  p re p a ra c iô n  de en­

z im a  y c o fa c to r  p a ra  l a  o x id a c iô n  d e l 1 7 /3 -  e s t r a d io l .

S e n s ib i l id a d .

D e n tro  de l a  s e n s ib i l id a d ,  d is t in g u im o s  l a  s e n s ib i l id a d  de l a  c u r ­

va ’S ta n d a rd "y  la  s e n s ib i l id a d  d e l a n é l i s i s .

La s e n s ib i l id a d  de l a  c u r v a 'S ta n d a rd ” se d e f in e ,  como la  v a r ia c iô n  

m in im a que hay que a n a d ir  a una c a n t id a d  G^, p a ra  c o n s e g u ir  r e s u lta d o s  e s -  

ta d ls t ic a m e n te  d i f e r e n t e s .

Dado e l  v a lo r  c o n o c id o  G.^, e l  v a lo r  a d e te rm in a r  G^ de be ré  c u m p lir

la  s ig u ie n te  e c u a c iô n :

2 t  s
*^2 -  ^1 >

jL  \ / 7 r

En e l  que:

t  = V a lo r  de la  ta b la  de " s tu d e n t "  

s = D e s v ia c iô n  s ta n d a rd

= p e n d ie n te  de la  c u rv a  s ta n d a rd  

n = nûmero de m ed idas p o r p u n to

E s te  c é lc u lo  G^ -  se r e a l i z ô  p a ra  cada uno de lo s  p u n to s  de la  

c u rv a  s ta n d a rd  desde 0 ,7 8  a 200 pg .

La s e n s ib i l id a d  d e l a n é l i s i s  es d e f i n ib le  como la  més pequena d i fe _  

re n c ia  c u a n t i t a t i v a  e n tre  dos m u e s tra s , que dén r e s u lta d o s  e s ta d is t ic a m e n te

d i f e r e n t e s .  E s to  ta m b ién  ha s id o  p a ra  cada una de la s  c o n c e n tra c io n e s  p o s i­

b le s  en la s  m u e s tra s  desde 0 ,7 8  a 200 pg .

E s p e c i f ic id a d ;

M e d ia n te  e l  e s tu d io  de l a  e s p e c i f ic id a d ,  se d é te rm in a  s i  en e l  ané 

l i s i s  se m ide o t r o  e s te ro id e  d i s t i n t o  d e l que nos in te r e s a .
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Se han u t i l i z a d o  dos c r i t e r i o s  p a ra  v e r i f i c a r  la  c a l id a d  d e l a n é l i

s i s :

a ) E s tu d io  de la s  re a c c io n e s  c ru z a d a s . E l m étodo em pleado ha s id o  d e s c r i t o  p re  

ceden tem en te  p a ra  cada uno de lo s  a n t is u e ro s  u t i l i z a d o s .

b ) E s tu d io  de lo s  v a lo r e s  e n c o n tra d o s  en vo lûm enes c r e c ie n te s  de p la sm a . E s te  

t e s t  p e rm its  a s e g u ra r  que n in g û n  p ro d u c ts  p re s e n ts  en e l  p lasm a ( e s te r o id e  u 

o t r o )  i n t e r f i e r e  en e l  a n é l i s i s .

E x a c t i tu d  y p r e c is io n ;

P ara  a p r e c ia r  e s to s  dos v a lo r e s  segu im os dos m é todos:

M ed idas de c a n t id a d e s  c o n o c id a s  de e s te ro id e s  a n a d id o s  a l  p lasm a y 

m edida de vo lûm enes c r e c ie n te s  de p la sm a .

E l p r im e r  v a lo r  se d é te rm in a  a n a d ie n d o  a un p lasm a e x e n to  c a n t id a ­

des co n o c id a s  de lo s  t r e i  e s t r ô g e n o s , s ie n d o  la  c a n t id a d  de plasm a c o n s ta n te  

pa ra  to d o s  lo s  a n é l i s i s  (4  m l) .  La c a n t id a d  de e s te ro id e  m edido en e l  a n é l i

s i s  debe de te n e r  un c o e f ic ie n te  de c o r r e la c iô n  t e ô r ic o  de 1, con la  c a n t id a d

a n a d id a .

E l segundo m étodo de m edida de c a n t id a d e s  c r e c ie n te  de p lasm a ha s i  

do d e s c r i t o  p a ra  l a  e s p e c i f ic id a d .

3 .2 .3 .  N iv e le s  de e s trô g e n o s  en la  va ca .

A . -  N iv e le s  de e s trô g e n o s  en e l  c i c l o  s e x u a l

Se u t i l i z a n  d ie z  vacas de ra z a  " F r is o n a " ,  o b se rva d a s  no rm alm ente  c ^

c l i c a s ,  con c e lo s  re g u la r e s  y s in  a n te c e d e n ts  p a to lô g ic o  a lg u n o .

La d e te c c iô n  d e l c e lo  ha s id o  r e a l iz a d a  con un t o r o  va se c to m iza d o  

que se s i tu a b a  en p re s e n c ia  de la s  vacas dos veces p o r  d ia .  E l p r im e r  d ia  

que l a  hembra a ce p ta b a  la  monta e ra  d e f in id o  como d ia  0 (D ^ ) .
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Se han re a l iz a d o  tom as de sa n g re  d ia r ia s  a p a r t i r  d e l d ia  d e l c e lo

(D ,|) y h a s ta  e l  d ia  6 ( 0 ^ )  d e l c i c l o  s ig u ie n te .

La sa n g re  e ra  o b te n id a  de la  vena y u g u la r  en tu b o s  h e p a r in iz a d o s

(V a c u ta in e r )  c e n tr i fu g a n d o s e  in m e d ia ta m e n te  y e l  p lasm a re c o g id o  e ra  c o n s e r-

vado a -159C  h a s ta  e l  momento d e l a n é l i s i s .

En to d a s  la s  m u e s tra s  se d e te rm in a b a n  ( E ^ p ) ,  (T E ^ ) ,  (T E ^ p  ) y

(TE^ol ) .

La d e te rm in a c iô n  de E ^ p  , se r e a l iz a b a  m e d ia n te  l a  té c n ic a  d e s c r i ­

ta  p o r  TERQUI e t  a l . ,  (1 9 7 3 ) , y  segun l a  té c n ic a  m o d if ic a d a  p o r  THIBIER y SAU 

MANDE (1 9 7 5 ) y SAUMANDE y ANDRE (1 9 7 5 ) ,

En l a  té c n ic a  de E ^P  , l a  s e n s ib i l id a d  es de 2 p g . ,  e l  v a lo r  d e l 

b ia n c o  e s té  p o r  d e b a jo  d e l l i m i t e  de d e te c c iô n ,  y  lo s  c o e f ic ie n te s  de v a r ia ­

c iô n  i n t r a  e i n t e r  a n é l i s i s  son re s p e c tiv a m e n te  de 9% y  10,6%.

B . -  N iv e le s  de e s trô g e n o s  en la  s u p e ro v u la c iô n i

Se em p lea ron  nueve n o v i l l a s  de ra z a  f r i s o n a  de 18 a 26 meses de edad, 

no rm a lm en te  c i c l i c a s ,  con a c t iv id a d  o v é r ic a  s in  a n te c e d e n ts  p a to lô g ic o  a lg u ­

no .

E s to s  a n im a le s  r e c ib ia n  un t r a ta m ie n to  p a ra  p ro v o c a r  l a  s u p e ro v u la  

c iô n  con la  s ig u ie n te  m e to d o lo g ia ; Una in y e c c iô n  in t r a m u s c u la r  de PMSG e l  

d ia  16 d e l c i c l o  (D ^ , d ia  d e l c e lo ) ,  de una d o s is  de 1200 U . I .  a t r e s  a n im a i 

l e s ;  2000 U . I .  a c u a tro  y 2400 a dos a n im a le s , con e l  f i n  de p ro v o c a r  d i f e ­

re n te  numéro de o v u la c io n e s .

C u a re n ta  y ocho h o ra s  més ta r d e ,  la s  n o v i l l a s  r e c ib ia n  una in y e c ­

c iô n  in t r a m u s c u la r  de 500 ) ig  de un a n é lo g o  de p ro s ta g la n d in a  (C lo p ro s te

n o l )  p a ra  p ro v o c a r  la  l u t e o l i s i s .

La d e te c c iô n  d e l c e lo  e ra  l le v a d a  a cabo m e d ia n te  un to r o  v a s e c to ­

m iza d o . Se c o n s id e ra b a  d ia  0 , ô 0 ^ ,  e l  p r im e r  d ia  que la  hembra ace p ta b a  la  

m o n ta .
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Se tom aron m u e s tra s  de sa n g re  cada 2 h o ra s  desde la  in y e c c iô n  

de PMSG h a s ta  24 h o ra s  después de lo s  p r im e ro s  s in to m a s  de c e lo .

Las m u e s tra s  de sa n g re  e ra n  re c o g id a s  de la  vena y u g u la r ,  en tu b o s  

h e p a r in iz a d o s ,  la  sa n g re  e ra  c e n t r i fu g a d a  in m e d ia ta m e n te , y e l  p lasm a re c o ­

g id o  se co n se rvé  a -159Q h a s ta  e l  momento d e l a n é l i s i s .

E l nûmero de o v u la c io n e s  de cada a n im a l e ra  d e te rm in a d o , m e d ia n te  

e n d o s c o p ia , segûn l a  té c n ic a  d e s c r i t a  p o r  MARIANA (1 9 6 9 ) .  La e n d o sco p ie  

e ra  r e a l iz a d a  a lo s  9 d ia s  de la  in y e c c iô n  de PMSG co n té n d o se  e l  nûmero de 

c u e rp o s  lû te o s .

En cada m u e s tra  e ra  a n a liz a d a  la  hormona lu t e in iz a n t e  (L H ) s ig u ie n  

do una té c n ic a  de ra d io in m u n o a n é l is is  con un a n t is u e r o  a n t i  L H -b o v in o  y  lo s  

v a lo r e s  o b te n id o s  se e x p re s a ro n  en ng de LH./NIAMDD n? 2 segûn e l  m étodo de 

PELLETIER ( l9 7 2 ) .  '

En la  n o v i l l a  nS 52 , e ra n  d e te rm in a d o s  en to d a s  la s  m u e s tra s  lo s  

n iv e le s  de E^P  , TE ^p , TE^ y TE^ot . En la s  8 n o v i l l a s  r e s ta n te s  e s ta s  

horm onas se m edian û n ica m e n te  en la s  d ie z  m u e s tra s  que enm arcaban e l  p ic o  

p r e o v u la to r io  de LH, te n ie n d o  en c u e n ta  que es en e s te  momento cuando e x is -  

te n  la s  c o n c e n tra c io n e s  méximas de e s trô g e n o s .



a . RESULTADOS
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4 . 1 . -  OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTIE5TR0GEN05 •

4 . 1 . 1 . -  T î t u lo  •

Segûn la  m e to d o lo g la  etnpleada e l  t i t u l o  v e n d r ia  d e f in id o  p o r  la  

c o n c e n tra c iô n  de a n t ic u e rp o  en la  c u a l 0 ,1  t n l . l i g a  e l  50°/ô de 5000 cpm.

(9000 dpm) de E^ /  ( ~ 3  pg ) de e s te ro id e  t r i t i a d o  en un volum en t o t a l  de

0 ,3  m l, con un t ie m p o  de in c u b a c iô n  de 24 h o ra s  a 4? C, separando  la s  f r a c  

c lo n e s  l i b r e s  y l ig a d a s  p o r  un m étodo de a b s o rc iô n  m e d ia n te  c a rb ô n -d e x tra %  

no.

En ] os c u a t ro  c o n e jo s  de la  e x p e r ie n c ia  e l  t î t u l o  mâs e le v a d o  

c o rre s p o n d e  a l a  m u e s tra  de sa n g re  o b te n id a  a lo s  5 d îa s  de la  in y e c c iô n  

in t r a v e n o s a .  S o lo  e l  c o n e jo  n9 2 re sp o n d s  con t i t u l o s  a c e p ta b le s ;  p o r  

e s to  la s  d e te rm in a c io n e s  de e s p e c i f ic id a d  m e d ia n te  l a  re a c c iô n  c ru zà d a  

e ra n  re a l iz a d a s  û n ica m e n te  en e s te  a n im a l.

La e v o lu c iô n  d e l t î t u l o  d e l a n t ic u e rp o  a lo  la rg o  d e l p e r io d o  

de in m u n iz a c iô n  a p a re ce  r e f le ja d o  en la  f i g u r a  1.

Como se puede a p r e c ia r  en la  f i g u r a  e l  t î t u l o  mâs e le v a d o ,1 /5 000 , 

c o rre s p o n d e  a la  m u e s tra  o b te n id a  a lo s  5 d îa s  después de l a  in y e c c iô n  in  

t ra v e n o s a , d e sce n d ie n d o  a lo s  v a lo re s  a n te r io r e s  dos semanas mâs ta r d e .  

C o n tin u a n d o  con e l  s is te m a  de in m u n iz a c iô n  d e s c r i t o  se puede c o n s e g u ir  l a  

misma ta s a  de a n t ic u e rp o s ,  s ig u ie n d o  la s  in y e c c io n e s  in t r a d é r m ic a s . En la  

u l t im a  m u e s tra  tom ada en la  semana 159, e l  t î t u l o  d e la n t ic u e rp o  1/4200 se 

a c e rc a  a l  l i m i t e  de la  o b te n id a  después de la  in y e c c iô n  in t r a v e n o s a ,  te n ie n  

do en c u e n ta  que la  c u rv a  de la  e v o lu c iô n  ep a s c e n d e n te .

4 . 1 . 2 . -  E s p e c i f ic id a d  .

La e s p e c i f ic id a d  de lo s  a n t is u e ro s  e ra  d e te rm in a d a  p o r la  re a c ­

c iô n  c ru z a d a  ( R .C . ) ,  d e f in ié n d o la  como e l  g ra d o  de in t e r f e r e n c ia  con o t r a s  

s u s ta n c ia s  d i f e r e n t e s  d e l e s te r o id e  o e s te ro id e s  que se q u ie re n  v a lo r a r .
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En la  f i g u r a  2 a p a re ce n  lo s  r e s u lta d o s  de la s  c u rv a s "s ta n d a rd "  

(B /B o ) o b te n id a s  p a ra  cada uno de lo s  e s te r o id e s ,  en lo s  que se ha d e te r -  

m inado la  re a c c iô n  c ru z a d a .

E l l o g i t  0 (B /B o = 50%) c o rre s p o n d e  a l  p u n to  donde la  masa de 

e s te r o id e  f r î o  d e s p la z a  e l  50% d e l e s te r o id e  m arcado ( e ! | ) •

La gama de e s te r o id e  f r i ' o  u t i l i z a d a  e ra  de 3 ,1 2  pg h a s ta  3200 

p g . ;  l a  d i lu c iô n  d e l a n t ic u e rp o  e ra  de 1 /5 0 0 0 , 1 /15000 d i lu c iô n  f i n a l - .

( Begun e l  vo lûm en de in c u b a c iô n  de 0 ,3  m l)  y la  hormona marcada de 5000 

cpm de E^^ (9 000  dpm ).

Los re s u lta d o s  de l a  re a c c iô n  c ru z a d a  d e l a n t is u e r o  con d i s t i n -  

to s  e s te ro id e s  ap a rece n  r e f ie ja d o s  en e l  C uadro  I .

Se puede a p r e c ia r  que la  re a c c iô n  c ru z a d a  mâs e le v a d a  c o r re s p o n  

de a l  1 6 - c e to - e s t r a d io l  y la  16 - h id r o x ie s t r o n a ,  y re a c c io n e s  c ru za d a s  

b a s ta n te  in f e r i o r e s  con lo s  e s trô g e n o s  mâs im p o r ta n te s :  17/^ - e s t r a d io l  

y 17 a  -  e s t r a d io l ,  27,04%  y 20,7%  re s p e c t iv a m e n te .

4 .2 .  PUEBTA A PUNTO DE LA TECNICA DE DETERMINACION DE TE^, T E ^/i y TE^rt

4 .2 .1 .  R e a l iz a c iô n  d e l a n â l i s i s .

-  H i d r ô l i s i s .

Buscamos la  c o n c e n tra c iô n  e n z im â t ic a  m in im a n e c e s a r ia  p a ra  con­

s e g u ir  una h i d r ô l i s i s  c o m p lé ta  (C uadro  I I ) ,  e n t r e  20%, 10% y 5%. Begun 

lo s  r e s u lta d o s  vemos que l a  c o n c e n tra c iô n  d e l 5% es s u f ic ie n t e  te n ie n d o  

en c u e n ta  que e l  p o rc e n ta je  de h i d r ô l i s i s  e s , de hecho, s u p e r io r  a lo s  va 

lo r e s  d e l c u a d ro , ya que e l  p o rc e n ta je  de no t r a n s fo r m a ç iô n , es en p a r te  

d e b id o  a l a  i n e f ic a c ia  r e la t i v a  de la  e x t r a c c iô n .

Tambien en e l  C uadro I I ,  se a p re c ia  que la  c o n c e n tra c iô n  es e f i  

caz p a ra  la s  c a n t id a d e s  de p ro d u c ts  a h i d r o l i z a r  a p e sa r de la s  s u s ta n c ia s  

in h ib id o r a s  que e v e n tu a lm e n te  pueden e s ta r  p ré s e n te s  en e l  p lasm a.
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CUADRO I

RESULTADOS DE LA REACCION CRUZAOA CON DIFERENTES ESTEROIDES OBTENIDA 

PARA EL ANTICUERPO E^ -  17 HIORAZONA-BSA.

E s te ro id e s
S uero  d e l c o n e jo  n^ 2 

D i lu c iô n  f i n a l  1 /1 500 0  {%)

E s tro n a . 1 0 0 '

17/3 -  e s t r a d io l . 2 7 ,0 4

17 o( _ e s t r a d io l . 2 0 ,7

E s t r i o l . 13

6 -  D e h id ro e s tro n a  . 1 7 ,3

16a _ H id r o x ie s t r o n a . 6 5 ,1 4

16 -  C e to  -  e s t r a d io l . 7 1 ,4

6 -  C e to  -  e s t r a d io l . 1 ,1 3

16 -  e p i -  e s t r i o l . 3 ,2 1

D ie n e s t r o l . <  0 ,0 1

D ie  t i l -  e s c i l b c e s t r o l . <  0 ,0 1

T e s to s te r o n e . <  0 ,0 1

P ro g e s te r o n e . < 0 ,0 1

C o le s te r o l  . < 0 ,0 1
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Se r e a l i z e  p o r  ta n to ,  l a  h i d r ô l i s i s  de e s trô g e n o s  co n ju g a d o s  

con 0 ,5  m l de una s o lu c iô n  de e x t r a c to  de " H e l ix  p o m a tia "  a l  5% en tam -

pôn a c e ta to  pH 4 ,8 .  E l t r a ta m ie n to  con ca rbôn  a c t iv o  p e rm ite  r e d u c i r  

p e ro  no a n u la r ,  e l  v a lo r  d e l b ia n c o  de la  p re p a ra c iô n  e n z im â t ic a .

E l p lasm a s o b re  e l  que va a s e r  r e a l iz a d o  e l  a n â l i s i s  con un

vo lum en de 2 a 5 m l, se anade en tu b o s  c ô n ic o s  de 60  m l, A c o n t in u a c iô n  

se a g re g a  E.̂  , E ^ j i  ^  E^oi (a lr e d e d o r  de 1800 dpm en 100 ^1  de tampon pa­

r a  cada tu b o )  que s e r v ir â n  a la  m edida de la  re c u p e ra c iô n  f i n a l .  Des­

pués se anaden 0 ,5  m l de la  s o lu c iô n  de H e l ix  p o m a tia  a l  5% en tampôn ace 

t a t o .  Los tu b o s  se ta p a n , se a g it a n  y se d e ja n  en in c u b a c iô n  a 3790.

-  C ro m a tü g ra f ïa .

Los r e s u lta d o s  de la  s e p a ra c iô n  de lo s  d i f e r e n t e s  e s trô g e n o s  

con cada t i p o  de colum na y s o lv e n te ,  ap a rece n  en l a  f i g u r a  3 .

Se a p re c ia  que la  co lum na de 5 cm. (a )  s é p a ra  de una manera i n -

s u f ic e n te  lo s  dos e s trô g e n o s  y que la  segunda de 8 cm. ( b ) ,  da una buena 

c a l id a d  de s e p a ra c iô n  p e ro  n e c e s ita  m ayores vo lûm enes de s o lv e n te  lo  que 

p ro vo ca  una m ayor d u ra c iô n  de l a  c ro m a to g ra f ia  que es in c o m p a t ib le  con 

lo s  a n â l i s i s  en s e r ie .

Ha s id o  pues n e c e s a r io ,  b u s c a r una s o lu c iô n  e n t re  la s  dos:

E le g im o s  co lum nas de 6 cm. de lo n g i tu d  y ensayamos lo s  dos sÉ tem as de s o l

v e n te s . En la  f i g u r a  3 ( c )  se a p re c ia  que con la  m e zc la  b e n c e n o /e ta n o l 

8 5 /1 5  ( v / v ) ,  l a  s e p a ra c iô n  es s u f i c ie n t e  s ie n d o  b a jo s  lo s  vo lûm enes de 

s o lv e n te  y con una s e p a ra c iô n  râ p id a  (3 0 -4 0  m.) p o r  l o  que conservâm es es­

ta s  c o n d ic io n e s ,  ya que la  m e zc la  9 5 /5  f ig u r a  3 ( d ) ,  no es s a t i s f a c t o r i a ,  

p o r la  la r g a  d u ra c iô n  de la  e lu c iô n .

Después de la  e x t r a c c iô n  con é te r  ap a rece n  num erosos l i p i d e s  en 

p a r t i c u la r  p ig m e n te s  c a r o t in o id e s . Hemos e s tu d ia d o  e s te  p u n to  p a ra  asegu- 

r a r  que a q u e l lo s  no te n ia n  e fe c to  so b re  la  c a l id a d  de la  s e p a ra c iô n !F ig u ­

ra  4 ( a ) )  .



-71-

Q)
"O
0)
(Ü
C
E
3f—1
O
ü

C
o
u

(d

4-
m
L,
D)
o
4->

o
L,
u

(U
T3

(0
(0
E
Q)
-P

V)
CD
4J
C
Q)
L,
œ
tu
•H
T3

CDdT3 OJ

CX'O
ü X
CDQ)
L "O
0 (D
a X
6
o Q)o CD



-72-

FIGURA 4 :  a ) E fe c to  de un e x t r a c to  p la s m é t ic o  s o b re  l a  s e p a ra c iô n

1 2 "
) C om paracion  de la  e lu c iô n  de E ^ P y  Egt*

10000-

B e nceno /b tano i  8 5 / 1 5

5000-

O.

3ooolooo 25ooloo 5oo 1500 2ooo

folumen de eluciôn 1̂

a ) :  •  - m u e s tra  s in  e x t r a c to  p la s m â t ic o
 -------  m u e s tra  con  e x t r a c to  p la s m â tic o

10000

Altura de la co lumna 6 cm  

B e n c e n o /e t a n o l  8 5 / 1 5

5000-

Q .

2ooo 3ooolooo5oo 1500 25ooloo

b ) :
 Eg A
  E2o<
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P o r o t r o  la d o  ta m b ie n  v e r if ic a m o s  que e l  E^ot , n e c e s ita  un vo ­

lum en de e lu c iô n  ig u a l  a l  d e l E ^P  , en e s te  s is te m a  de c r o m a to g r a f ia . A 

p e s a r de que la  s e p a ra c iô n  es la  m ism a, e l  E ^ d  , com ienza a s a l i r  un po 

co a n te s  que e l  E^/5 , f i g u r a  4 ( b ) .  P ara  re c o g e r la s  dos f ra c c io n e s  he­

mos a m p lia d o  l ig e ra m e n te  e l  vo lum en  re c o g id o .

P o r to d o  e l l o ,  l a  s e p a ra c iô n  de la s  f r a c c io n e s  E^ y E ^ , se re a ­

l i z e  so b re  m ic ro co lu m n a s  de Sephadex LH 20 de 6  cm de a l t u r a  y  4 mm. de 

d ié m e tro .  E l s o lv e n te  u t i l i z a d o  es una m ezc la  b e n c e n o /e ta n o l 8 5 /1 5  v . v .

-  O x id a c iô n  e n z im â tic a .

En e l  C uadro I I I  se d e s a r r o l la n  lo s  r e s u lta d o s  d e l e s tu d io  1 1 e - 

vado a cabo v a r ia n d o  l a  d u ra c iô n  de l a  re a c c iô n  y la  c o n c e n tra c iô n  de en 

z im a  y c o fa c to r ,  h a s ta  lo g r a r  una t ra n s fo rm a ç iô n  c o m p lé ta  d e E a  E^ p e r  

m aneciendo in v a r ia b le  e l  E^ot

Las c o n d ic io n e s  u t i l i z a d a s  f in a lm e n te  son ;

T e m pe ra tu ra  379C, d u ra c iô n  de la  in c u b a c iô n  30 m in u te s , concen­

t r a c iô n  de DPN = 0 ,1  m g /tu b o  y c o n c e n t r a c iô n  HSD= 0 ,2 5  m g /tu b o .

-  S e p a ra c iô n  de f r a c c io n e s  l i b r e s  y  l ig a d a s . .

En la  f i g u r a  5 se r e f l e j a n  lo s  e fe c to s  que t ie n s  so b re  la  cu rv a  

s ta n d a rd  la  v a r ia c iô n  en la  c o n c e n tra c iô n  de c a rb o n , como m étodo de a b s o r 

c iô n .

In te n tâ m e s  r e d u c i r  e s ta  c o n c e n tra c iô n ,  p e ro  e l  p o rc e n ta je  de 

r a d ia c t iv id a d  l i b r e ,  no a b s o rb id a ,  se in c re m e n ts .  Es e l  2% p a ra  la s  con­

d ic io n e s  d e s c r i  ta s  y 4% y 9% cuando l a  c o n c e n tra c iô n  es de 1 /2  y l / l O  re s  

p e c t iv a m e n te . Se p ro d u ce  ademâs una d is m in u c iô n  de la  p e n d ie n te  de la  c u r  

va s ta n d a rd  lo  que se tra d u c e  en una p é rd id a  de s e n s ib i l id a d  ( f ig u r a  5 ) .

Como en to d o s  lo s  m é to d o s ,s e  puede m e d ir  la  f r a c c iô n  l i b r e  o la  

l ig a d a .  Después de la  c e n t r i f u g a c iô n , hemos in te n ta d o  m e d ir  la  r a d i e c t i -
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CUADRO III
OXIDACION ENZIMATICA DE E fi  Y DE E a. EN DIFERENTES CONDICIONES DE 0U_ 
RACION DE INCUBACION Y DE CONCENTRACION DE ENZIMA (HSD) Y COFACTOR TdPN).

a ) E fe c to  de la  d u ra c iô n  de in c u b a c iô n .

T iem po (m n) 120 60 30

% de E ft o x id a d o  9 1 ,0
9 2 ,0

9 4 ,3 9 3 ,8
9 1 ,2 9 4 ,7

9 3 ,0 9 3 ,0 9 3 ,2

% de E ot o x id a d o  6 9 ,0 5 2 ,6 4 1 ,2
7 1 ,0 5 3 ,4 4 6 ,6
7 0 ,3 5 3 ,0 4 5 ,0

. C o n c e n tra c iô n  HSD 1*̂ . 

. C o n c e n tra c iô n  DPN 1 .

b ) E fe c to  de la  c o n c e n tra c iô n  de DPN .

C o n c e n tra c iô n  DPN ' 1 1 /2 1 /10 1 /2 0

% de E (i o x id a d o  9 2 ,8 9 3 ,5 9 3 ,8 9 3 ,6
9 4 ,7 9 5 ,0 9 4 ,0 9 4 ,2
9 3 ,2 9 4 ,8 9 4 ,5 9 4 ,5

% de E ot o x id a d o  4 1 ,2 3 4 ,5 15,4 11 ,3 '
4 6 ,6 3 4 ,6 16 ,0 11 ,2
4 5 ,0 3 3 ,0 15 ,3 11 ,6

. D u ra c iô n  de la  in c u b a c iô n  30 mn. 

. C o n c e n tra c iô n  HSD: 1 .

c )  E fe c to  de la  c o n c e n tra c iô n  de HSD .

C o n c e n tra c iô n  HSD 1 1 /2 1 /5 1 /10

% de E o x id a d o  9 3 ,8 9 4 ,6 9 5 ,0 9 4 ,2
9 4 ,0 9 4 ,0 9 6 ,0 9 6 ,0
9 3 ,0 9 5 ,3 9 4 ,5 9 6 ,2

de E o x id a d o  11 ,5 9 ,2 4 ,4 3 ,1
12 ,6 8 ,3 4 ,7 3 ,2
11,7 8 ,1 4 ,6 3 ,2

. D u ra c iô n  de la  in c u b a c iô n  30 mn. 

. C o n c e n tra c iô n  de DPN 1 /2 0 .

H La c o n c e n tra c iô n  1 es la  dada p a r ATTAL (1970
La te m p e ra tu ra  de in c u b a c iô n  es s ie m p re  a 379C
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v id a d  d e p o s ita d a  en e l  fo n d o , a b s o rb id a  p o r  e l  c a rb o n , p e ro  n i  e l  t r a t a ­

m ie n to  con un â c id o  c o n c e n tra d o  n i  e l  m e ta n o l p e rm ite n  una buena ré c u p é ra  

c iô n .  En c o n se cu e n c ia  l a  c u rv a "s ta n d a rd "o b te n id a  e ra  de m ala c a l id a d ,  e -  

s e n c ia lm e n te  p o rque  l a  p e n d ie n te  de la s  c u rv a s  e s ta b a  d is m in u id a ,  { -0 ,1 2 7

y -0 ,9 2 8  f r e n te  a -0 ,0 3 3  y 0 ,3 1 9 )  ( f i g u r a  6 ) .

P o r e l l o  hpmos d e c id id o  m e d ir  la  f r a c c iô n  l ig a d a  en e l  s o b re n a - 

d a n te  que puede s e r  re c u p e ra d a  p o r  d e c a n ta c iô n  o p o r  p ip e ta ’je  de una f r a c  

c iô n  a l io u o ta .  La d e c a n ta c iô n  es més râ p id a  p e ro  lo s  v a lo re s  o b te n id o s  

p a ra  cada p u n to  de l a  gama e s tâ n  muy d is p e rs e s ,  po rque  p a r te  d e l ca rb ô n  

se desp ren de  d e l fo n d o .

En d e f i n i t i v e  después de la  c e n t r i f u g a c iô n ,  récupérâm es 0 ,8  m l. 

de s o b re n a d a n te  que son l le v a d o s  a un v i a l  p a ra  m e d ir  en un c o n ta d o r  de 

c e n te l le o  l i q u id e ,  a n a d ie n d o  p re v ia m e n te  e l  l i q u id e  de c e n te l le o .

E l a n â l i s i s  de re s u lta d o s  p a ra  l a  d e te rm in a c iô n  de cada una de 

la s  c o n c e n tra c io n e s  de e s trô g e n o s  en la s  m u e s tra s  p ro b le m s , se r e a l i z a  

m e d ia n te  una c u rv a  "s ta n d a rd ', ' com pren d ida  e n t re  0 ,7 8  y 200 pg .

E l p o rc e n ta je  de " b in d in g "  p a ra  cada p u n to  de la  gama a p a re ce  

d e s c r i t o  en la  f i g u r a  7 .

En e s ta  misma f ig u r a  se r e f l e j a  la  l in e a r iz a c iô n  de la  c u rv a  en 

e l  s is te m a  l o g i t / l o g . ,  con e l  f i n  de p o d e r i n t r o d u c i r  la s  c a r a c t e r is t ic a s  

de é s ta  en e l  c a lc u la d o r  p ro g ra m a b le .

4 .2  . 2 . -  Tasa de re c u p e ra c iô n .

La ta s a  de re c u p e ra c iô n  a l  f i n a l  d e l a n â l i s i s  v ie n e  d e te rm in a d a  

p o r  la s  p é rd id a s  h a b id a s  a l o  la r g o  de la  m a n ip u la c iô n  en cada una de la s  

e ta p a s  de la  té c n ic a .

P ara e s tu d ia r  la s  p é rd id a s  hemos m edido l a  r a d ia c t iv id a d  que que 

daba en lo s  tu b o s  después de cada e ta p a  (C uadro  IV ) .
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E s ta s  c a n tid a d e s  de e s te r o id e s ,  que quedan en e l  tu b o  después 

de re c o g id o  e l  e x t r a c to  con tam pon, a lc a n z a n  un 15^, aunque de he cho , 

l o  e s e n c ia l de la s  p é rd id a s  se p roduce  en l a  e ta p a  de c ro m a to g ra f ia .  

P a ra  cada uno de lo s  e s te ro id e s  e s tu d ia d o s  se ré c u p é ra  en la  f r a c c iô n  

s e le c c io n a d a  de un 80% a un 85% de l a  m u e s tra  c o lo c a d a  en la  co lum na . 

Hay que s i g n i f i c a r  que cuando l a  E ^, es pasada p o r  la  co lum na y e s ta  

p ro v ie n e  de una s o lu c iô n  acu o sa , la  re c u p e ra c iô n  es s ô lo  d e l 70%. La 

d i f e r e n c ia  con lo s  r e s u lta d o s  o b te n id o s  cuando é s ta  se anade con un ex 

t r a c t o  p la s m â tic o  p a re ce  d e b id o  a l  e fe c to  p r o te c to r  de lo s  e s te ro id e s  

y /ô  a lo s  l i p i d o s  p ré s e n te s  en e l  e x t r a c to ,  ya que s i  hacemos p a s a r 

e l  b la n c o  de agua so b re  l a  co lum na , h a b ie n d o  p re v ia m e n te  a n a d id o  un ex 

t r a c t o  p la s m â t ic o ,  l a  re c u p e ra c iô n  v u e lv e  a la  ta s a  n o rm a l.

Después de la s  e ta p a s  de p u r i f i c a c iô n ,  se ré c u p é ra  e l  79% 

de TE_| p ré s e n te  a l  co m ie nzo , 66% de TE^p y 66% de TE^a . E s te s  r e s u l  

ta d o s  a p a rece n  d e s c r i t o s  en e l  C uadro V.

4 . 2 . 3 . -  V a lo re s  b la n c o s *

P ara r e f l e j a r  la s  s u s ta n c ia s  que te n ia n  mâs in f lu e n c ia  hemos 

hecho un e s tu d io  s is te m â t ic o  de to d o s  lo s  e le m e n to s  que p o d ia n  a fe c ta r  

a la  c a l id a d  de la  té c n ic a  (C uadro  V l ) .

Como se puede v e r  lo s  dos p r in c ip a le s  re s p o n s a b le s  son la  p re  

p a râ c iô n  de " H e l ix  p o m a tia "  y e l  é t e r  e t i l i c o  cuya im p o r ta n c ia  ha p o d :^ - 

do s e r  d is m in u id a  p e ro  no a n u la d a .

En e s ta s  c o n d ic io n e s  se té n ia  que c o n s e g u ir  que e l  v a lo r  b la n  

co  no a fe c ta r a  l a  c a l id a d  d e l a n â l i s i s ,  p a ra  lo  c u a l comparâmes una c u r  

va "s ta n d a rd "  con o t r a ,  en l a  c u a l,  cada una de la s  c o n c e n tra c io n e s  de 

l a  misma c o n te n ia  e l  re s id u e  de to d o s  lo s  p ro d u c to s  que in te r v ie n e n  en 

l a  té c n ic a .  Como se a p re c ia  en la  f ig u r a  8 e l  b la n c o  a fe c ta  d ire c ta m e n  

t e  a la  c u rv a  " s ta n d a rd "  y de una manera s i g n i f i c a t i v a  a lo s  re s u lta d o s .

P ara e l  E^fi , a n a liz a d o  con un a n t ic u e rp o  no e s p e c i f ic o  la s  

re c ta s  son p a r a le la s  pe ro  no c o n fu n d id a s , m ie n tra s  que s i  l o  son p a ra
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CUADRO V

RECUPERACION EN EL ANALISIS.

R e c u p e ra c iô n  t o t a l . 

M u e s tra  de p a r t id a ,

100%

94%

E x t r a c c iô n . 

E v p p o ra c iô n .

C ro m a to g ra f ia .

79% EgP EgO< 80%

O x id a c iô n  e n z im â t ic a ,  
E x t r a c c iô n . 
E v a p o ra c iô n .

C ro m a to g ra fia .

66%
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FIGURA 8 : E fe c to  d e l v a lo r  b la n c o  s o b re  la s  c u rv a s  "s ta n d a rd "

logit
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l a  . P ara  e l  E ^ l a s  re c ta s  no son p a r a le la s .

A p e s a r de que u t i l i z a n d o  un a n t ic u e rp o  e s p e c i f ic o  p a ra  l a  de ­

te rm in a c iô n  de E ^ ^ e l e fe c to  d e l b la n c o  no s e r ia  s e n s ib le  , la s  c u rv a s  

" s ta n d a rd "b a n  s id o  re a l iz a d a s  de l a  misma fo rm a  que p a ra  e l  r e s to .

La g a m a "s ta n d a rd ' ha s id o  s iem p re  t r a ta d a  como una m u e s tra  a f i n  

de que la  co m p a ra c io n  de lo s  v a lo r e s  d e sco n o c id o s  con lo s  de r e f e r e n d a  

e s té n  j u s t i f i c a d o s .  En e s ta s  c o n d ic io n e s , lo s  r e s u l ta d o s  d e l b la n c o  son 

d e s p re c ia b le s .

4 . 2 . 4 . -  S e n s ib i l id a d .

Se ha d e te rm in a d o  la  s e n s ib i l id a d  p a ra  cada p u n to  de l a  c u rv a  

"s ta n d a r d "  desde 0 ,7 8  pg a 200 pg re a liz a n d o s e  e l  c a lc u le  -  G ^ ).

Los re s u lta d o s  a p a re ce n  en e l  Cuadro V I I .

Como se puede v e r  p a ra  e l  E ^p , l a  s e n s ib i l id a d  es buena a l o  

la r g o  de to d a  l a  c u rv a  " s ta n d a r d " ;  s in  embargo p a ra  E^ , no l o  es més 

que a p a r t i r  de lo s  1 2 ,5  pg . La s e n s ib i l id a d  s ie n d o  c o n s ta n te  en v a lo r  

a b s o lu te ,  es m e jo r  en v a lo r  r e la t i v e  a m edida que la s  d o s is  son més im ­

p o r ta n te s .

La s e n s ib i l id a d  d e l a n â l i s i s  depende de l a  s e n s ib i l id a d  de la  

c u rv a  " s ta n d a r d " ,  de la  re c u p e ra c iô n  y d e l b la n c o . P ara  n u e s tro  a n é l i -  

s i s , lo s  v a lo re s  ap a rece n  r e f ie ja d o s  en e l  C uadro V I I I .

Se puede a p r e c ia r  que la s  d i f e r e n c ia s  e n t r e  m u e s tra s  i n f e r i o ­

re s  a 5 ô 10 pg deben s e r  c o n s id e ra d a s  como c o n s e c u e n c ia  de l im i t e s  de 

s e n s ib i l id a d  d e l m é todo . Ten iendo  en c u e n ta  lo s  vo lûm enes de p lasm a 

u t i l i z a d o s  (2  a 5 m l) ,  e l l o  q u ie re  d e c ir ,  que no debemos d a r  s ig n i f i c a  

c iô n  f i s i o l ô g i c a  a la s  v a r ia c io n e s  en c o n c e n tra c io n e s  i n f e r i o r e s  a 2 -5  

p g /m l.

4 . 2 . 5 . -  E s p e c i f ic id a d .

Dos c r i t e r i o s  son u t i l i z a d o s  p a ra  v e r i f i c a r  l a  c a l id a d  d e l ané

l i s i s :
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CUADRO VII

SENSIBILIDAD DE LA CURVA"STANDARD".

P u n to  de l a  gama 

(G , )

C a n tid a d  n e c e s a r ia  p a ra  te n e r  
s i g n i f i c a t i v e  (O^ -  G^)

un e fe c to

E l E2 C*

0 ,7 8 7 ,1 5 1 ,32 2 ,5 8

1 ,5 6 7 ,2 7 1 ,90 2 ,3 3

3 ,1 2 7 ,2 3 1 ,4 6 2 ,1 8

6 ,2 5 6 ,9 9 1 ,8 6 2 ,5 7

1 2 ,5 1 ,42 1,59 1 ,4 8

25 1 ,3 7 1,27 1 ,1 2

50 1 ,2 8 1 ,0 9 1 ,1 7

100 1 ,1 0 1 ,27 1 ,2 4

200 1,12 1,31 1 ,2 6
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CUADRO VIII

SENSIBILIDAD DEL ANALISIS: CANTIDAD NECESARIA EN LA MUESTRA PARA 06- 

TENER UN EFECTO SIGNIFICATIVO DURANTE EL ANALISIS

P un to  d e  l a  gama (p g ) E .,(p g ) E g p tp g ) E ^ ( p g )

D ,78 M 9 ,9 H

1,56 X 14 ,25 *

3 ,1 2 * 1 0 ,58 M

6 ,2 5 M 14 2 3 ,3 6

12 ,5 5 ,3 8 10 ,7 13 ,45

25 5,2D 9 ,5 2 10 ,18

5D 4 ,8 5 8 ,1 7 10 ,63

1DD 4 , 17 9 ,5 2 11 ,27

2DD 4 ,2 4 9 ,8 2 11 ,45

M Los c a lc u lo s  no han s id o  hechos p a ra  a q u e l lo s  p u n to s  que son i n f e ­

r io r e s  a l  l i m i t e  de d e te c c iô n .
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a )  E s tu d io  de la s  re a c c io n e s  c ru z a d a s : E s to s  re s u lta d o s  han s i

do dados p re ce d e n te m e n te  p a ra  cada uno de lo s  a n t is u e ro s  u t i l i z a d o s .  

N ingu no  de lo s  e s te ro id e s  " c la s ic o s "  es s u s c e p t ib le  de i n t e r f e r i r  en e l  

a n â l i s i s ,  b ie n  sea p o r  la  e s p e c i f ic id a d  p r o p ia  de lo s  a n t ic u e rp o s  o p o r 

que p re v ia m e n te  han s id o  sep a rad os  p o r  la  c ro m a to g ra f ia .

b ) E s tu d io  de la s  c o n c e n tra c io n e s  en vo lûm enes c r e c ie n te s  de p la s  

ma: E s ta  d e te rm in a c iô n  p e rm ite  a s e g u ra r  que n in g û n  p ro d u c to  p ré s e n te  en 

e l  p lasm a (e s te r o id e  u o t r o )  i n t e r f i e r e  en e l  a n â l i s i s .  Los re s u lta d o s  

se exponen en e l  c u a d ro  IX .

4 . 2 . 6 . -  E x a c t i tu d  y p r e c is iô n .

P ara  a p r e c ia r  e s to s  dos c r i t e r i o s  segu im os dos m étodos: M edida 

de c a n t id a d e s  c o n o c id a s  de e s te ro id e s  a n a d id o s  a l  p lasm a y m edida de vo 

lûm enes c r e c ie n te  de p lasm a.

En e l  p r im e r  m é todo , p a ra  d e te rm in a c iô n  de l a  e x a c t i t u d ,  l a  can 

t id a d  de e s te ro id e s  medidcs en e l  a n â l i s i s  debe de te n e r  un c o e f ic ie n te  

de c o r r e la c iô n  t e ô r ic o  de 1, con la  c a n t id a d  a n a d id a .

E s ta  p ru e b a  ha s id o  r e a l iz a d a  a n a d i’endo, a un p lasm a " e x e n to " ,  

c a n tid a d e s  c o n o c id a s  de lo s  t r è s  e s trô g e n o s . La c a n t id a d  de p lasm a es 

c o n s ta n te  p a ra  to d o s  lo s  a n â l i s i s  (4  m l) .  Los re s u lta d o s  se m u e s tra n  en 

e l  c u a d ro  X.

E l segundo m étodo de m edida de c a n t id a d e s  c r e c ie n te s  de p lasm a 

es e l  mismo que e l  de la  e s p e c i f ic id a d .  V e r cu a d ro  IX .

4 . 3 . -  NIVELES DE ESTROGENOS EN LA VACA•

4 . 3 . 1 . -  En e l  c i c l o  s e x u a l.

Los re s u lta d o s  de la s  c o n c e n tra c io n e s  de , TE^, TE ^fi y

TE^o! , a lo  la r g o  de lo s  27 d îa s  de tomas de m u e s tra s , ap a rece n  r e f l e -  

ja d o s  en e l  cu a d ro  X I ,  y en la  f i g u r a  9 , donde se r e f l e j a n  la s  c u rv a s  

con lo s  v a lo re s  m ed ios  y la  d e s v ia c iô n  " s ta n d a rd "  de lo s  n iv e le s  de
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CUADRO IX

MEOIDA DE TE^ , TE^p> y TE^ol EN OIFERENTES VOLUMENES DE PLASMA

Volutnen de p lasm a 
(m l)

C a n tid a d  de 
e s trô g e n o s

(p g ) ( x )

D e s v ia c iô n

pg

"s ta n d a rd " Concen 
t r a c iô n  
p g . / m l .

2 43 2 ,2 7 7 ,1 16

4 71 4 ,3 3 6 ,1 17 ,8

6 101 6 ,4 6 6 ,4 16 ,8

TE p f: 2 42 2 ,2 2 5 ,3 21

4 92 6 ,4 4 7 ,0 23

6 123 17 ,3 14,1 2 0 ,5

: 2 74 19 ,46 2 6 ,3 37

4 138 2 9 ,8 2 1 ,6 3 4 ,5

6 217 2 4 ,3 1 1 ,2 3 6 ,2

[x )  M edia de 4 m u e s tra e : n = 4 .
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CUADRO X

MEDIDA DE CANTIDADES CONOCIDAS DE ESTROGENOS ANADIDOS AL PLASMA.

Masa de e s te ro id e Masa d e te r tn i O e s v ia c id n "s ta n d a rd "
E s te ro id e a n a d id a  (p g ) nada en pg 

(1 ) pg %

Ç5 2 6 ,2 1 ,7 0 6 ,8

50 4 7 ,2 2 ,2 6 4 ,8

100 9 5 ,4 6 ,1 0 6 ,4

200 191 ,4 17 ,03 8 ,9

25 2 3 ,7 1 ,5 8 6 ,7

50 5 2 ,8 3 ,2 2 6 ,1

100 96 1 0 ,65 11,1

200 197 2 6 ,9 13,-7

25 2 7 ,6 4 ,9 1 17 ,8

50 5 1 ,6 8 ,4 1 16 ,3

100 9 7 ,3 2 2 ,4 7 2 3 ,1

200 189,4 2 7 ,3 7 14 ,4

( l )  M edia de 4 m u e s tra s : n = 4 .
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la s  d ie z  vacas en e x p e r ie n c ia .

Los c ic lo s  e s tu d ia d o s  no te n la n  to d o s  l a  tnisma d u ra c io n ,  o s c i -  

la n d o  e n tre  2 1 -2 3  d ia s ,  p e ro  han s id o  s ta n d a rd iz a d o s  c o n s id e ra n d o s e  

lo s  d ia s  1 a l  10 despues d e l c e lo  y d ia s  -1 0  a 0 d e l c e lo  p rô x im o  

(O ^, d ia  d e l c e l o ) .

Desde un p u n to  de v is t a  Q u a n t i t a t iv e ,  la s  c o n c e n tra c io n e s  

mas e le v a d a s  c o rre sp o n d e n  a l  , con v a r ia c io n e s  de 15 a 70 p g /m l

a c o n t in u a c iô n  la s  de TE^ , con  v a lo r e s  de 15 a 37 p g /m l,  més d e b i­

le s  la s  de TEg)^ , con una v a r ia c id n  de 2 a 32 p g /m l y la s  mas i n f e -

r i o r e s  la s  de E^f^ , que a lca n za b a n  unas c i f r a s  de 2 a 18 p g /m l.

Las m o d if ic a c io n e s  de l a  c o n c e n tra c io n  p la s m â tic a  en e l  c u r

so d e l  c i c l o ,  s o lo  ap a rece n  n e ta s  p a ra  e l  T E ^p  , .  A parece un p ic o

con una d u ra c io n  a p rox im a da  de t r è s  d ia s  p re s e n ta n d o  un méximo e l  d ia  

a n t e r io r  a l  c e lo  (O ^ ) .  E s to s  re s u lta d o s  son co m p a ra b le s  a lo s  o b te -  

n id o s  con e l  E^(3 , s o lo ,  in c lu s o  e l  com ienzo  d e l in c re m e n to  de lo s  n i  

v e le s  b a s a le s  h a s ta  e l  méximo p r e o v u la to r io  com ienza 48 b o ra s  a n te s  

d e l c e lo .  E l d ia  despues d e l c e lo  (O ^) lo s  v a lo r e s  d e c lin a n  r a p id a -  

mente a n iv e le s  b a s a le s .

A p a r te  d e l in c re m e n to  n e to  p r e o v u la to r io ,  ap a rece n  dos pé­

r io d e s  de e le v a c iô n  p a ra  e l  , y , a lre d e d o r  de lo s  d ia s  6 y

7 y lo s  d ia s  10 y 12, in c re m e n to s , que en n in g ù n  caso l le g a n  a a lc a n -

z a r  lo s  d e l d ia  -1  (O ^ ) .

P ara  la  TE^, no e x is te n  v a r ia c io n e s  r e p r e s e n ta t iv e s  a l o  1 e r 

go d e l c i c l o  s e x u a l y s o lo  ap a rece n  pequenas f lu c tu a c io n e s .  E l d ia  an

t e r i o r  a l  c e lo  no se a p re c ia  n in g û n  in c re m e n to  n o ta b le  de la  c o n c e n tra

c iô n  de e s ta  horm ona, a s i  como tam poco de a q u e l lo s  d ia s  d e l c i c l o  que 

se p roduce n  l ig e r o s  in c re m e n to s  d e l TE^P •

Tampoco e l  TE^oi , p ré s e n ta  n in g û n  t i p o  de v a r ia c iô n  n e ta  de 

lo s  n iv e le s ,  en un momento d e te rm in a d o  d e l c i c l o ,  p r in c ip a lm e n te  lo s  

d ia s  a n te r io r e s  a l  c e lo .
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CUADRÜ X I

CONCENTRACIONES OE TE
VACA, MEOIA Y OESVIAcîoN "5TAN0AR0" fo  OIA d I l  CELO),

TE (X y  E EN EL CICLO SEXUAL OE LA

O la s TE.

1 2 6 ,7 -6 ,1 1 1 ,3 -9 ,1
2 2 4 ,3 ± 3 7+6
3 2 5 ,2 ± 3 ,6 l o i s , 8

1 0 ^7 -6 ,14 2 7 ,5 - 3 ,5
5 2 3 ,3 -3 11-6
6 2 2 ^ 5 ^ 2 ,5 13 ^6 ,4

1 4 ,3 -8 ,87 2 2 -6 ,3
2 5 ,2 -1 ,48 5 , a i l , 4

9 2 7 ,3 ^ 2 ,1 1 0 ,6 -3 ,8
10 2 2 ,5 -3 ,3 1 0 ,6 ^4

-1 0 2 5 ,6 -3 ,1 1 1 ,1 ^ 4 ,6
-  9 2 3 ,7 - 1 ,8 1 2 ,2 ^ 6 ,1
-  8 2 6 ,5 ^ 1 ,5 9 .4 :2 ,5
-  7 2 5 ^ 5 -2 ,6 4 ,7 - 1 ,2
-  6 2 4 -4  2 

2 5 ,7 -4
8 ,2 -5 ,1  
7 -3

+
-  5
-  4 2 8 ^ 6 ^ 5 ,9 7 ,1 ;0 ,8
-  3 2 3 -1 ,4 6 ,5 - 1 ,1
-  2 2 3 ,3 -2 ,2 1 2 ,4 .5 ,2
-  1 2 7 ,1 ^ 3 ,6 2 5 ,3 -3 ,1

0 2 7 ,4 ^ 3 ,4 15 , 8 : 9 , 9
1 2 8 ,3 -9 ,1 11 , 9 : 8 ,1
2 2 5 ,2 - 1 ,5 9 , 8 : 5
3 2 5 ,9 - 4 ,5 10 , 5 : 5 , 8
4 2 6 ,8 -1 ,5 11 , 6 : 4 , 3
5 29 1-3 8 , 5: 5 ,2
6 2 6 -2 ,5 13: 7 , 6

5 3 ^1 1 ,3
3 1 ,5 ± 6 ,9
4 2 -1 3 ,2
2 5 ,3 ^ 6 ,5
2 6 ,8 -5 ,1
3 2 .7 -3 ,9  
2 9 ,6 ^ 8
2 2 .8 - 5 ,6  
2 5 -2 ,2  
3 1 -6 ^8  
3 1 ,7 -3 ,3
2 1 .6 - 8 ,3
1 9 .9 -1 ,8  
3 3 ,4 -5 ,6  
2 2 ,8 ^ 5 ,1  
2 3 -4  2
3 0 .7 -9  
4 0 ^ 2 -5 ,2  
3 1 -4  2
4 2 .2 -3 ,9
3 3 .3 -3 ,1
3 4 .3 -1 1 ,8  
1 5 -2 ,3
2 7 .8 -3
3 1 .8 -1 1 ,8
3 0 .2 - 8 ,8
3 1 .3 -7 ,1

3 - 1 ,5
2 ,2±1,2
4 .4 - 1 ,4  
2 ,8 -2
5 .4 - 1 ,6
8 -3 ^ 8  
8 ,6 - 3 ,6  
6-2
4 ,7 ^ 1 ,4
5 .3 -2
9 - 3 ,9  
9 ,2 ± 4
4 .3 - 3 ,8
6 .1 - 3
3 8 ^ 2 ,2  
2 -1
2 ,2^1,5
3 .2 - 1 ,8  
8 ,1 - 3 ,2
1 4 .8 -3 ,5  
1 2 ,6 ^ 4 ,5  
2^1,1
2 5 - 1 ,4  
3 -1
7 ,7 ^ 4 ,2
5 .8 - 2 ,3  
8 ,6 2̂, 1
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FIGURA 9 : C o n c e n tra c io n e s  de TE^, T E ^  , TE (i y  E [3 d u ra n te  e l  
c i c l o  s e x u a l de l a  vaca  (m ed ia  + d e s v ia c iô n  t l p i c a ) .
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En lo s  v a lo r e s  m edios p a ra  TE^d , de la  f i g u r a  9 , se a p re c ia  

una c i e r t a  te n d e n c ia  a n iv e le s  mas e le v a d o s  en l a  p ro x im id a d  d e l c e lo ,  

p e ro  cuando se o b se rvan  la s  c o n c e n tra c io n e s  p a ra  cada uno de lo s  an im a 

le s  e s tu d ia d o s , I  no ap a rece n  p ic o s  s in c ro n o s .

4 . 3 . 3 . S u p e ro v u la c iô n ,

La n o v i l l a  nS 52 que h a b ia  r e c ib id o  un t r a ta m ie n to  de 2000 U . I .  

de PMSG, re spond e  a la  e s t im u la c io n  con 9 o v u la c io n e s .  La e v o lu c io n  

de lo s  n iv e le s  de , TE^p , TE^ y TE^ol , a p a re ce n  r e f le ja d o s  en

la  f i g u r a  10, con la s  c o n c e n tra c io n e s  c o r re s p o n d ie n te s ,  de cada una de 

la s  61 m u e s tra s  re c o g id a s  a in t e r v a le s  de 2 h o ra s .

En e s ta  n o v i l l a  la  a p a r ic io n  d e l c e lo  y e l  p ic o  de LH, son 

re s p e c t iv a m e n te  a la s  48 y 40  h o ra s , despues de la  in y e c c io n  de p ro s ­

ta g la n d in s  F oC 
2 '

A p a r t i r  de la s  24 h o ra s  de l a  in y e c c io n  de PMSG, la s  co n ­

c e n tra c io n e s  de lo s  d i f e r e n t e s  e s trô g e n o s  c o n ju g a d o s  y e l  , ponen

en e v id e n c ia ,  una e v o lu c io n  s in c ro n a ,  a lc a n z a n d o  un méxim o, en e l  caso  

de e s te  a n im a l,  2 h o ra s  mas ta r d e  d e l p ic o  de LH, s a lv o  pa ra  la  TE^, 

que a p a re ce  4 h o ra s  despues d e l m ismo. A p a r t i r  de e s te  momento lo s  

n iv e le s  d e sc ie n d e n  b ruscam e n te  y a la s  2 4 -2 6  h o ra s  a lc a n z a n  su n iv e l  

b a s a l , que co rre s p o n d e  a l a  c o n c e n tra c io n  e x is ta n te  a n te s  d e l t r a t a ­

m ie n to ,  •

Desde un p u n to  de v i s t a  c u a n t i t a t i v o , hay que h a c e r n o ta r  

que en to d o  e l  p e r io d o  e s tu d ia d o ,  la  r e la c ip n  de lo s  d i f e r e n t e s  es ­

t rô g e n o s , en fu n c iô n  de la s  c o n c e n tra c io n e s  m e d id a s , es c o n s ta n te ,  

s ie n d o  p o r  o rden  d e c re c ie n te :  T E ^JE .,, TE g^ ' ^ 2 ^  • o t r o  la d o  hay

que a n a d ir  que p a ra  e l  TEg<:< , ademés de s e r  e l  de m ayor e le v a c iô n  

en e l  p ic o  p r e o v u la to r io ,  ta m b ié n  se o b s e rv a  e l  m ayor aumento r e l a t i ­

ve ( c o n c e n t ra c iô n  m à x im a /c o n c e n tra c iô n  m edia d u ra n te  la s  p r im e ra s  24 

h o ra s ) ,  s ie n d o  de 1 0 ,6 , m ie n tra s  que es de 6 ,9 ,  3 ,4  y 7 ,0  r e s p e c t iv a ­

mente p a ra  E^fi , TE^ y TE^P . E s to s  r e s u lta d o s  a p a re ce n  r e f le ja d o s
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CUADRO XII

AUMENTO RELATIVO DE DIFERENTES ESTRDGENDS DEPUES DE LA ESTIMULACION 

PDR PMSG.

E s te ro id e
M edia

(p g /m l)
P ic o

(p g /m l) Aumento r e la t i v o

7 ,4 51 6 ,8 9

TE, 2 5 ,6 86 3 ,3 6

11 ,04 77 6 ,9 7

TE ^ci 18 ,75 199 10,61



-se­

en e l  cu a d ro  X I I .

E s ta s  dos o b s e rv a c io n e s  se c o n firm a n  re s p e c tiv a m e n te  p o r e l  

v a lo r  d e l c o e f ic ie n te  de c o r r e la c io n  e n t r e  e l  E^(^ , no c o n ju g a d o  y lo s  

d i f e r e n t e s  e s trô g e n o s  m edidos despues de l a  h i d r o l i s i s  y p o r  la  p e n - 

d ie n te  de la  r e c ta  de re g re s iô n  c o r re s p o n d ie n te .  ( Cuadro X I I l l

Los r e s u lta d o s  de la  s u p e ro v u la c iô n  en la s  9 n o v i l l a s  de l a  

e x p e r ie n c ia ,  a s i  como, e l  i n t e r v a lo  e n t r e  la  in y e c c iô n  de PCF^  y apa 

r i c i ô n  d e l c e lo ,  a p a re ce n  r e f le ja d o s  en e l  cu a d ro  X IV . E l numéro de 

o v u la c io n e s  o s c i la  e n t r e  1 y 27 s in  e x i s t i r  n in g u n a  c o r r e la c io n  e n tre  

d o s is  de PMSG a d m in is t ra d a  y numéro de cu e rp o s  lu te o s  a lo s  9 d ia s  de 

la  in y e c c iô n .  E l i n t e r v a lo  e n t re  l a  a d m in is t r a c iô n  de PGF^ol y la  apa 

r i c i ô n  d e l c e lo  es en to d a s  la s  n o v i l l a s  de 48 h o ra s , e x c e p to  en una 

de e l la s  en l a  c u a l a p a re c e  a la s  72 h o ra s .

De la s  d ie z  m u e s tra s  a n a liz a d a s  a n te s  y después d e l p ic o  de 

LH , se ha tornado la  c o n c e n tra c iô n  maxima de E^() , T E ^ ji , TE^ y TE^cX.

En to d o s  lo s  a n im a le s  a p a re ce n  p ic o s p r e o v u la to r io s  s in c ro n o s  de e s t r o -  

g e n o s , e x c e p to  p a ra  l a  TE^ , en l a  c u a l ap a rece n  més o menos d is t a n -  

c ia d o s ,  o no ap a rece n  como sucede en a lg u n a s  de la s  n o v i l l a s .

La a p a r ic iô n  e in t e r v a lo  de e s to s  p ic o s  de e s trô g e n o s  y su re -  

la c iô n  con e l  p ic o  p r e o v u la to r io  de LH, a p a re ce  r e f ie ja d o ,  en e l  cu a d ro  

XV.

Los n iv e le s  b a s a le s  de LH o s c i la n  e n t re  0 ,4  y 1 n g /m l y e l  p i  

co p r e o v u la to r io  a p a re c ia  a la s  4 4 ,0  -  4 ,9  h o ra s  después de la  in y e c ­

c iô n  de PGF^oi ( v a lo r e s  m ed ios y d e s v ia c ip n  "s ta n d a rd "  con una c o n c e n tra  

c iô n  e n t re  8 y 38 n g /m l) .  E l v a lo r  de la  d e s v ia c iô n  " s ta n d a rd "  m uestra  

que con e s te  c r i t e r i o  més p r e c is e  p a ra  d e te c ta r  e l  com ienzo d e l c e lo  

(o b s e rv a c io n e s  cada 2 h o ra s  f r e n t e  a dos veces p o r  d ia ) ,  se a p re c ia  que 

la  s in c r o n iz a c iô n  con e s te  m étodo de e s t im u la c iô n , es b a s ta n te  buena.
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E l p ic o  de e s trô g e n o s  ta m b ié n  a p a re ce  s in c ro n iz a d o  c e rc a  d e l 

p ic o  de LH, e n t re  la s  04 y 100 h o ra s  de l a  in y e c c iô n  de PMSG, a p a re c ie n _  

do in d is t in ta m e n te  - 2 ,  0 ô +2 h o ra s , en r e la c iô n  con l a  LH.

Se a p re c ia  ta m b ié n  una r e la c iô n  e n t re  e l  i n t e r v a lo  P G F ^ -  LH 

y e l  numéro de o v u la c io n e s .  En a q u e l la s  n o v i l l a s  con m ayor numéro de 

o v u la c io n e s  (num éros 45 y 5 5 ) que a la c a n z a ro n  20 y 27 o v u la c io n e s  re s ­

p e c tiv a m e n te  e s te  in t e r v a lo  es e l  més c o r to  con 38 y 36 h o ra s .

Los r e s u lta d o s  d e l e s tu d io  de la s  c o r re la c io n e s  e n t re  e l  nôme 

r o  de o v u la c io n e s  y la s  c o n c e n tra c io n e s  méximas de e s trô g e n o s  ap a rece n  

in d ic a d a s  en e l  c u a d ro  X V I. Las c o r re la c io n e s  son s ie m p re  p o s i t iv a s  y 

s i g n i f i t a t i v a s , s ie n d o  p a ra  e l  E ^ [i , més p r é c is a .  A l com prob ar la s  pen 

d ie n te s  de la s  c u rv a s  c o r re s p o n d ie n te s  ( f i g u r a  11) ,  se a p re c ia  que es

p a ra  e l  TE^oi , donde e l  in c re m e n to  de la s  c o n c e n tra c io n e s  méximas r e -

la c io n a d a s  con e l  numéro de o v u la c io n e s  es més im p o r ta n te ,  c e rc a  de dos 

veces la  de E ^p .

Hay que h a c e r ta m b ié n  n o ta r  que e l  v a lo r  de l a  o rdenada  en e l  

o r ig e n  de la s  r e c ta s  de re g re s iô n  puede s e r  c la s i f i c a d o  p o r  e l  mismo o r  

den de im p o r ta n c ia ,  segôn e l  mismo ra n g o  que habiam os p u e s to  en e v id e n  

c ia  a p r ô p o s ito  en la  f ig u r a  10 .

A p a r t i r  de e s to s  r e s u l ta d o s ,  un m étodo de d e te rm in a c iô n  d e l

numéro de o v u la c io n e s  se p o d r îa  r e a l i z a r  s o b re  la  m edida de c o n c e n tra  

c lo n e s  méximas de e s trô g e n o s . La m edida s im u lté n e a  de TE^P y TE^d 

te n d r ia  un p o d e r d is c r im in a t iv e  m ayor que la  m edida de T E ^ ^ ^ ë o lo ; lo s  

c o e f ic ie n te s  de c o r r e la c iô n  son com p a ra b le s  y l a  p e n d ie n te  de la  r e c ta  

de re g re s iô n  es c a s i dos veces més im p o r ta n te .
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5 . 1 . -  OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTIE5TR0GEN0S.

E l c o n e jo  u t i l i z a d o  como a n im a l de e x p e r im e n ta c io n  p a ra  la  

o b te n c io n  de a n t ic u e rp o s  en r a d io in m u n o a n â l is is , a p a re ce  como a n im a l 

de e le c c io n  en l a  m ayorxa de lo s  a r t i c u lo s  p u b lic a d o s  a l  re s p e c to  

(NIESCHLAG e t  a l . , 1 9 75 ).

E l p ro c e s o  de in m u n iz a c iô n  ha s id o  r e a l iz a d o  con a lg u n a s  va 

r ia c io n e s  d e l d e s c r ib e  p o r  VAITU KAITIS  e t  a l . ,  ( I 9 7 l )  con l a  c a r a c te -  

r i s t i c a  de a d m in is t r e r  in y e c c io n e s  in t r a d e r m ic a s  de 1 m g.de a n t ig e n o ,  

en e m u ls io n  con una c a n t id a d  ig u a l  de a d yu va n te  c o m p le te  de F reun d  du 

r a n te  to d o  e l  p e r io d o .  E s te  m étodo p e rm its  un g ra n  a h o r ro  de a n t ig e ­

n o , p o r  l a  f u e r t e  re s p u e s ta  in m u n o lo g ic a  a la  in y e c c io n  in t r a d é r m ic a  

(WRIGHT e t  a l . ,  1973b) so b re  to d o  s i  se com bina con in y e c c io n e s  s u b -  

cu ta n e a s  o in t r a m u s c u la re s  de vacuna P e r th u s s is .

La e le c c ié n  d e l t i p o  de a n t ig e n o ,  c o rre s p o n d e  a l a  n e c e s id a d  

de o b te n c iô n  de un a n t ic u e rp o  no e s p e c i f ic o .

LINDNER e t  a l . ,  ( 1972a) sen a la b a n  que e l  lu g a r  de u n io n  de 

lo s  ha p te n o s  con e l  p é p t id o  t r a n s p o r ta d o r  (BSA ô HSA) a fe c ta  de una 

manera im p o r ta n te  a la  e s p e c i f ic id a d  de lo s  a n t is u e ro s  o b te n id o s .

La u n io n  de la  p r o te in a  a l  h a p te n o  en lo s  g ru p o s  fu n c io n a le s  

de lo s  a n i l l o s  A ô D, dé como r e s u lta d o  a n t ic u e rp o s  de b a ja  e s p e c i f ic l^  

dad , con a l t o s  p o rc e n ta je s  de re a c c iô n  c ru za d a  t r e n t e  a o t r o s  e s t e r o i -  

des (DOERR e t  a l . ,  1973) (JEFFCOATE y SEARLE, 1 9 72 ), p r in c ip a lm e n te  

cuando la  u n io n  se r e a l iz a  en lo s  ca rb o n o s  3 y 17 (C^ y  C ^^) (EXLEY e t  

a l . ,  19 71).

Los a n t ic u e rp o s  e s p e c i f ic o s  son de g ra n  u t i l i d a d  cuando se 

p re te n d e  d e te rm in a r  un s o lo  e s te ro id e  en una m u e s tra , p u d ié n d o se  e v i— 

t a r  la  c r o m a to g r a f ia . E l a c o p la m ie n to  de la  p r o te in a  a lo s  ca rb o n o s  

més d is t a le s  de lo s  g ru p o s  fu n c io n a le s ,  como e l  ca rb o n o  6 d e l a n i l l o  B
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(C g ) ,  p e rm its  l a  o b te n c iô n  de a n t ic u e rp o s  de g ra n  e s p e c i f ic id a d ,  p r in ­

c ip a lm e n te  lo s  d e r iv a d o s  C -6 -O -C a rb o x im e tilo x im a -B S A  (ORAY e t  a l . ,

1971 y EXLEY, 1 9 7 2 ).

La g ra n  e s p e c i f ic id a d  de lo s  d e r iv a d o s  6-O-CMO-BSA se debe, 

como s u g ie re n  EXLEY y WOODHAMS (1 9 7 6 ) no s o lo  a l a  p o s ic io n  d i s t a l  

de l a  c o n ju g a c io n ,  s i  no a l  f a c t o r  re p re s e n ta d o  p o r  la  g ra n  r ig id e z  

de la  c o n ju g a c io n  " o x im a " , que puede ju g a r  un p a p e l im p o r ta n te  en l a  

e s p e c i f ic id a d .

ABRAHAM (.1 974 ), s e n a la b a  que l a  e s p e c i f ic id a d  de c u a lq u ie r  

d e r iv a d o  C^, C g ,.C ^ , e ra  s ie m p re  s u p e r io r  a l a  de lo s  d e r iv a d o s

S 7 -

A hora  b ie n ,  s i  e l  f a c t o r  d é te rm in a n te  de l a  e s p e c i f ic id a d  de 

un a n t is u e r o  v ie n e  dado p o r  e l  lu g a r  donde l a  p r o te in a  se une a l  es­

te r o id e  (MIDGLEY y NISWENDER 1 9 7 0 ), lo s  a n t ic u e rp o s  no e s p e c i f ic o s  ob 

te n id o s  de d e r iv a d o s  son v e n ta jo s o s  cuando se desean c u a n t i f i c a r

e s te r o id e s ,  en una misma m u e s tra  s ig u ie n d o  e l  p r e v io  paso de l a  c ro ­

m a to g ra f i a  (NISWENDER e t  a l . ,  1 9 75 ).

P o r e s to ,  e s ta b a  j u s t i f i c a d o  en n u e s tra  e x p e r ie n c ia  la  u t i ­

l i z a t i o n  de un d e r iv a d o  como a n t ig e n o .  Los re s u lta d o s  o b te n id o s

han de m ostrado  l a  re a c c iô n  c ru za d a  d e l a n t ic u e rp o  con d i f e r e n t e s  e s te ­

r o id e s  p u d ie n d o se  a p r e c ia r  una c la r a  e s p e c i f ic id a d  f r e n t e  a lo s  e s t r ô  

genos l i b r e s .

TERQUI (1 9 7 8 ) ,  d e s c r ib e  l a  re a c c iô n  c ru z a d a  de un a n t is u e ro  

o b te n id o  en e l  c o n e jo  con e l  mismo a n t ig e n o  E ^-1 7  h id ra z o n a -B S A . E s ta  

misma re a c c iô n  c ru z a d a  a p a re ce  d e s c r i t a  p o r  LEMON y SAUMANDE (1 9 7 4 ) .

Sus r e s u lta d o s  c o in c id e n  b a s ica m e n te  con lo s  n u e s tro s  aunque p a ra  e l  

EgP y e l  E ^a  l a  re a c c iô n  c ru z a d a  sea i n f e r i o r  (39% y 28% f r e n t e  a 

27% y 20% re s p e c t iv a m e n te ) .

En c u a n to  a l  t i t u l o ,  l a  c o n c e n tra c iô n  de t r a b a jo  d e s c r i t a  p o r
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e s te  a u to r  (TERQUI, 1970) con p ro ce so  le n t o  de in m u n iz a c iô n , es id é n -  

t i c a  a l a  o b te n id a  en n u e s tra  e x p e r ie n c ia ,  s i  b ie n  l a  u t i l i z a c i ô n  de 

l a  in y e c c iô n  in t r a v e n o s a  a lo s  dos meses de la  in m u n iz a c iô n , p e rm ite  

a c o r t a r  e l  p e r io d o  de t r a ta m ie n to ,  p a ra  c o n s e g u ir  un mismo t i t u l o .

E l t i t u l o  de a n t ic u e rp o  v a r ia  con e l  t ie m p o  de in m u n iz a ­

c iô n  (abraham  1974) ,  a lc a n z a n d o  una m eseta a lo s  6  u 8 meses. P ara 

OOELLet a l . ,  ( I 9 7 l )  y HOLLANDER e t  a l . ,  (1 9 7 4 ) e s te  in t e r v a lo  de t ie m  

po es d e p e n d ie n te  de l a  d o s is  y  f re c u e n c ia  de la s  in y e c c io n e s ,  p u d ié n  

dose lo g r a r ,  con v a r ia c io n e s  en e l  m étodo ta s a s  c o n s id e ra b le s  a lo s  

5 meses de l a  in m u n iz a c iô n  ( WRIGHT e t  a l ,  19 73b).

Segôn WALKER e t  a l . ,  (1 9 7 3 ) ;  l a  e s p e c i f ic id a d  de lo s  a n t i ­

s u e ro s  f r e n te  a e s trô g e n o s  puede d is m in u i r  d u ra n te  e l  p e r io d o  de i n ­

m u n iz a c iô n , o b te n ié n d o s e  lo s  m a jo re s  re s u lta d o s  e n t re  lo s  3 y 6  meses 

a p a r t i r  de l a  in y e c c iô n  i n i c i a l .

E s ta  t e o r ia  no es c o m p a rt id a  p o r  o t r o s  a u to re s  como HOLLAN_ 

DER e t  a l .  (1 9 7 4 ) , segôn lo s  c u a le s  l o  ô n ic o  que puede v a r ia r  es e l  

t i t u l o .  E l uso de la  in y e c c iô n  in t r a v e n o s a  puede e v i t a r  é s te  fe n ô -  

meno s i  a s i  s u c e d ie ra ,  p u d ié n d o se  c o n s e g u ir  una e le v a d a  ta s a  de a n t i ­

cu e rp o s  en un momenta p r e c is e  de la  in m u n iz a c iô n .

5 . 2 . -  PüESTA A PUNTO DE LA TECNICA DE DETERMINACION DE TE^. TE_p  y TE_ol

La p u e s ta  a p u n to  de e s ta  té c n ic a ,  obedece a l  hecho de b u s -  

c a r  una a l t e r n a t iv a  a la  d e te rm in a c iô n  d e l 17 /i -  e s t r a d io l  p a ra  s e g u ir  

e l  c re c im ie n to  f o l i c u l a r ,  y no e x i s t i r  en la  b i b l i o g r a f i a  c o n s u lta d a  

n in g u n a  té c n ic a  d is p o n ib le ,  que d e te rm in a ra  v a r ie s  e s trô g e n o s  l i b r e s  

y co n ju g a d o s  en una misma m u e s tra  de p lasm a.

Cada una de la s  e ta p a s  p re v ia s  a l  a n â l i s i s  ra d io in m u n o lô -  

g ic o  han s id o  m in u c io sa m e n te  com probada, in te n ta n d o  p e r fe c c io n a r  o sus 

t i t u i r  m odèles d e s c r ib e s  en la  b i b l i o g r a f ia .
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La d e te rm in a c iô n  de e s trô g e n o s  c o n ju g a d o s  ha s id o  abordada  ' 

segôn d i s t i n t o s  p u n to s  de v i s t a .  E l uso en ra d io in m u n o lo g ia  de a n t i ­

cu e rp o s  f r e n te  a e s trô g e n o s  c o n ju g a d o s  (KELLIE  e t  a l . ,  1972) ha dado 

r e s u lta d o s  d is c u t ib le s  y l a  m a y o ria  de lo s  a u to re s  p r e f ie r e n  una h id r ô  

l i s i s  p r e v ia  y a n a l iz a r  lo s  e s trô g e n o s  l i b r e s  y co n ju g a d o s  en su fo rm a  

l i b r e .

Las té c n ic a s  q u im ic a s , p r in c ip a lm e n te  la  s o l v o l i s i s  (LGRIAUX 

e t  a l . ,  1971) basados en l a  a c c iô n  de a c id e s  en c a l ie n te  t ie n e n  e l  i n  

c o n v e n ie n te  de a c tu a r  s o lo  s o b re  lo s  s u l f a te s  y a veces p rovocan  modi 

f ic a c io n e s  en la  e s t r u c tu r a  de e s te ro id e s  como e l  E^cK (GOMES e t  a l . ,  

1 9 6 5 ). N o s o tro s  re a liz a m o s  un t e s t  s ig u ie n d o  l a  té c n ic a  de s o l v o l i ­

s is  de LORIAUX, com probando que é s ta  u n ica m e n te  e ra  e f ic a z  p a ra  l a  E ^S , 

con un re n d im ie n to  d e l 75%. Cuando la  h i d r ô l i s i s  e ra  r e a l iz a d a  en p la s

ma lo s  re n d im ie n to s  no sup e rab an  e l  3% ô 4%.

Con lo s  m étodos e n z im é t ic o s  se c o n s ig u e n  m a jo re s  re s u lta d o s  

u t i l i z a n d o  la  s u l fa ta s a  p a ra  lo s  s u lfo c o n ju g a d o s  (TSANG 1974) y la  ft -  

g lu c u ro n id a s a  p a ra  lo s  g lu c u ro n o  con ju g a d o s c b te n id a  de d i s t i n t a s  fu e n -  

te s  como puede s e r  la  p - g lu c u r o n id a s a  de m a m ife ro s  (WILLIAMSON y LAY_ 

NE 1970) (AOKI y ARESHCHYSHYN 1971) ô de E s c h e r ic h ia  c o l i  (CROWLEY y 

ROSSER 1 9 73 ).

S in  embargo lo s  p ro d u c to s  més e fe c t iv o s  son a q u e l lo s  que con

t ie n e n  la  d o b le  a c t iv id a d  e n z im é t ic a ,  como lo s  e x t r a c to s  de " H e l ix  p o -

m a t ia "  con e l  c u a l se pueden o b te n e r  re n d im ie n to s  d e l 86,7%  (HOFFMAN 

e t  a l . ,  1 9 76 ). E s to s  re s u l ta d o s  con cu e rd a n  con lo s  o b te n id o s  en e s te  

t r a b a jo  cuando lo s  e s trô g e n o s  e s ta n  d i lu id o s  en tam pon. E l hecho de 

que e l  r e n d im ie n to  sea més b a jo  en p lasm a p a re ce  d e b id o  a una i n t e r f e -  

re n c ia  de la s  p r o te in a s  y a d e f ic ie n c ia s  de la  e x t r a c c iô n .

E l uso de la  c ro m a to g ra f ia  y p u r i f i c a c iô n  p r e v ia  de lo s  es ­

trô g e n o s  a n te s  d e l a n é l i s i s  es un p ro c e s o  o b lig a d o  cuando no se poseen 

a n t ic u e rp o s  e s p e c i f ic o s  p a ra  l a  d e te rm in a c iô n  de cada una de la s  hormo 

nas (A3RAHAN, 1973) (WU y LÜNDY, 1 9 7 1 ).
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A p e s a r de la  g ra n  u t i l i z a c i ô n  de la  colum na de c e l i t a ,

( abraham  197d) p o r  su b a jo  v a lo r  b ia n c o , b a jo  p r e c io  y  g ra n  p o d e r de -

r e s o lu c iô n ,  p a ra  e l  r a d io in m u n o a n â l is is  de e s trô g e n o s  y so b re  to d o  cuan

do se r e a l iz a n  g ra n d e s  s e r ie s ,  e s ta  mas in d ic a d a  la  co lum na de Sepha-

dex LH 20 , p o r  l a  f a c i l i d a d  y ra p id e z  de p re p a ra c iô n  a s i  como p o r  la

c a l id a d  de l a  s e p a ra c iô n  p r in c ip a lm e n te  cuando se u t i l i z a n  s o lv e n te s

o rg â n ic o s  (Van BAELEN e t  a l . ,  1 9 6 7 ). ^

No e x is t e  en l a  a c tu a l id a d  n in g u n a  c ro m a to g ra f ia  en co lum na 1

capaz de s e p a ra r  lo s  isô m e ro s  E ^ (i y E^c*. . ATTAL, ( 1970) d e s c r ib e  una

té c n ic a  de o x id a c iô n  d e l  E^P» a E_̂  m e d ia n te  una enzim a HSD y DPN, pe­

ro  segôn la s  c o n c e n tra c io n e s  c i ta d a s  p o r  e s te  a u to r  hemos com probado 

que una g ra n  p a r te  d e l E ^d  , ta m b ié n  es tra n s fo rm a d o  en E^ . R e d u c ie n - 

do e s ta s  c o n c e n tra c io n e s  consegu im os una tra n s fo rm a c iô n  de E^fî» d e l 96%, 

s in  apenas a l t e r a c iô n  d e l EgO( que a lc a n z a  e l  3%. ROBERTSON e t  a l . ,

(1 9 7 2 ) , o b t ie n e n  v a lo r e s  de no t ra n s fo rm a c iô n  de E^o/ , d e l 98%, u t i l i ­

zando HSD p e ro  con una p re p a ra c iô n  e n z im é t ic a  més p u r i f i c a d a  y demues- 

t r a  que la  e s te re o e s p e c if id a d  e s té  m o d if ic a d a  p o r  la s  c o n d ic io n e s  de 

la  r e a c c iô n .

Los a n t ic u e rp o s  u t i l i z a d o s  en e l  a n é l i s i s  han dado una g ra n  

e s p e c i f ic id a d  a l  m ismo s i  b ie n ,  la  e s p e c i f ic id a d  d e l a n é l i s i s  e s té  con 

s e g u id a  con la  fa s e  de c ro m a to g ra f ia ,  aôn cuando lo s  a n t ic u e rp o s  no 

sean e s p e c i f ic o s  (DOERR 1 9 76 ).

DOBSON y DEAN (1 9 7 4 ) , u t i l i z a n  después de la  c ro m a to g ra f ia  an 

t ic u e r p o s  e s p e c i f ic o s  p a ra  cada uno de lo s  e s trô g e n o s , d e r iv a d o s  to d o s  

e l lo s  de l a  6 - 0 - c a r b o x im e t i lo x im a ,  p e ro  en e s te  caso  s in  c ro m a to g ra f ia  

p r e v ia  se pueden c o n s e g u ir  id é n t ic o s  re s u lta d o s  (KORENMAN e t  a l ,  1974 ).

Los m étodos de s e p a ra c iô n  de f r a c c io n e s  l i b r e s  y l ig a d a s  p o r 

c a rb ô n  a c t iv e  e in m u n o p r e c ip i ta c iô n , re unen  la s  c o n d ic io n e s  id ô n e a s  ya 

que no i n t e r f i e r e n  la  u n iô n  a n t lg e n o -a n t ic u e r p o  (COLLIN 1 9 7 5 ); so lam en - 

te  no e s té  recom endado e l  c a rb ô n  a c t iv e  p a ra  a q u e l lo s  e s te ro id e s  que -
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p re s e n ta n  g ra n  p o la r id a d  (ABRAHAM 1 9 7 4 ), S ig u ie n d o  la s  c o n d ic io n e s  de 

r e c u b r i r  e l  c a rb o n  con d e x tra n o ,  y  m a n te n ie n d o  e l  tie m p o  de c o n ta c to  -  

d u ra n te  10 m in u te s , a te m p e ra tu ra  c o n s ta n te  de 49C, obtenem os unos coe 

f ic ie r t e s  de v a r ia c iô n  en la  c u rv a  "s ta n d a r d "  d e l 2%, p rô x im o s  a lo s  va 

lo r e s  de c a p ta c iô n  d e l 98% o b te n id o s  p o r  ABRAHAM (1 9 7 4 ) y (RATCLIFFE, 

1 9 7 4 ).

E l m étodo de in m u n o p re c ip i ta c iô n  es u t i l i z a d o  p r in c ip a lm e n te  

en e l  r a d io in m u n o a n â l is is  de hormonas p r o te îc a s .  En hormonas e s t e r o i ­

des l a  m a y o ria  de lo s  a u to re s  re co g e  p a ra  e l  c o n ta je  l a  f r a c c iô n  l i b r e  

que se e n c u e n tra  en e l  so b re n a d a n te  (ODELL e t  a l . ,  1 9 7 5 ). S in  em bargo, 

n o s o tro s  s ig u ie n d o  la  té c n ic a  de SAUMANDE y ANDRE (1 9 7 5 ) obtenem os i n ­

c re m en to  de la  s e n s ib i l id a d  y p r e c is iô n  co n ta n d o  la  f r a c c iô n  l ig a d a  -  

d e l fo n d e  d e l tu b e , s ie n d o  ademâs e s te  m etodo mâs rà p id o  y eco nôm ico .

La a d ic iô n  a la s  m u e s tra s  de p la sm a , a n te s  d e l a n é l i s i s ,  de 

1000 cpm de s o lu c io n e s  r a d ia c t iv a s  de E * , E^|b y  E ^ ^  p e rm ite  

a l  f in a lc f e l  a n é l i s i s  c a lc u la r  la s  p é rd id a s  de e s te ro id e s  que se han -  

id o  p ro d u c ie n d o  en cada uno de lo s  pa so s .

E s ta s  p é rd id a s  se p roduce n  fundam enta l-m en te  d u ra n te  l a  e x t r a c  

c iô n  y la  p u r i f i c a c iô n  en la s  co lum nas , p e ro  han s id o  re d u c id a s  a l  m i-  

n im o en cada una de la s  e ta p a s . En l a  e x t r a c c iô n  con é te r  e t î l i c o  una 

s o la  vez se o b t ie n s  un 96% de re n d im ie n to ,  co m para b le  a l  o b te n id o  p o r  

ABRAHAM e t  a l . ,  (1 9 7 0 ) con t r è s  e x t r a c c io n e s . DOBSON y DEAN (1 9 7 4 ) ob 

t ie n e n  con e l  é t e r  un re n d im ie n to  d e l 87%, q u iz a  p o r  la  re d u c c iô n  eh 

e l  vo lôm en d e l s o lv e n ts .

A p e s a r de que e l  d ic lo ro m e ta n o  p ré s e n ta  a lg u n a s  v e n ta ja s  so ­

b re  e l  é t e r  en la  e x t r a c c iô n ,  (TH IB IER  y SAUMANDE, 1975) en e s ta  t é c n i  

ca no fu é  u t i l i z a d o  p o r su c a p a c id a d  de e x t r a c c iô n  de a lg u n o s  e s t e r o i ­

des c o n ju g a d o s , l o  que le  hace s o lo  recom endab le  cuando se u t i l i z a n  an­

t ic u e r p o s  e s p e c i f ic o s .
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S in  duda la s  m ayores p é rd id a s  a co n te c e n  en l a  e ta p a  c ro m a to -  

g r a f ic a  donde s o lo  se ré c u p é ra  e l  80%r 85% d e l e s te r o id e  d e p o s ita d o  -  

en la s  f r a c c io n e s  s e le c c io n a d a s . Con la s  g ra n d e s  co lum nas de Sephadex 

LH 20 de 300 mm de lo n g i tu d  y 10 mm de d ié m e tro  (MIKHALL e t  a l , ,  1970) 

(POWEL y STEVENS 1973) y (CARR e t  a l . ,  1971) o b t ie n e n  re n d im ie n to s  ma­

y o re s  en la  re c u p e ra c io n  que se ap ro x im a n  a l  90%. E s ta s  co lum nas t i e ­

nen e l  in c o n v é n ie n ts  de l a  g ra n  c a n t id a d  de e lu y e n te  n e c e s a r io  p a ra  la  

s a l id a  de lo s  e s te r o id e s ,  con un n o ta b le  in c re m e n to  d e l v a lo r  b ia n c o . '

De a h i e l  uso de la s  m ic ro co lu m n a s  de 5 -8  mm. de d ié m e tro  -  

con s is te m a  de s o lv e n te  b e n c e n o /m e ta n o l 8 5 /1 5  ( v . / v . )  y  menos de 1 g r .  

de Sephadex con la s  que se pueden c o n s e g u ir  re n d im ie n to s  méximos en la  

re c u p e ra c io n  d e l 85% (MURPHY y D'AUX 1975 , CASTANIER y SCHOLLER, 1970 

y CARR e t  a l . ,  1 9 71 ).

Las p é rd id a s  de l a  masa de e s te ro id e  en cada uno de lo s  tu b o s  

después de e x t r a e r  e l  c o n te n id o , a lc a n z a n  e l  15% p o r  l o  que podemos de 

c i r  que e s to s  r e s u lta d o s  son d i f i c i l e s  de m e jo ra r ,  en una té c n ic a  co­

mo la  que hemos d e s c r i t o ,  con g ra n  c a n t id a d  de e ta p a s  p r e v ia s  a l  a n é l i  

s i s  ra d io in m u n o lô g ic o .

E l v a lo r  d e l b ia n c o  en una té c n ic a  e s té  p ro vo ca d o  p o r  la s  im  

p u re z a s  de to d o s  lo s  r e a c t iv o s  que se u t i l i z a n  a lo  la r g o  d e l a n é l i s i s .

A la  v i s t a  de lo s  r e s u lta d o s  o b te n id o s  un p r im e r  v a lo r  b ia n ­

co a p a re ce  en la  s o lu c iô n  de " H e l ix  p o m a tia " .  N inguno  de lo s  t r a b a jo s  

que hemos re v is a d o  ré v é la  su im p o r ta n c ia  y s in  em bargo en n u e s tro  ca so , 

aûn t r a té n d o lo  con ca rb ô n  a c t iv e ,  a lc a n z a  v a lo r e s  de 12 pg en 0 ,5  m l -  

de s o lu c iô n .

E l b la n c o  depende ta m b ié n  d e l s o lv e n te  u t i l i z a d o  (FROLICH e t

a l . ,  19 74). E l é te r  e t î l i c o  da v a lo r e s  e le v a d o s  que pueden a lc a n z a r

lo s  17 pg y s ô lo  con la  r e d e s t i la c iô n  p r e v ia  se pueden d is m in u i r  has­

ta  lo s  4 pg . (CASTANIER y SCHOLLER 1970) y (EXLEY y MOORE 19 73 ). P ara  

ROBERTSON e t  a l . ,  (1 9 7 2 ) e s to s  v a lo r e s  a s c ie n d e n  a 50 pg m ie n tra s  que
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p a ra  MIKHAIL e t  a l .  , (1 9 7 0 ) la s  c i f r a s  e s ta r ia n  p ro x im a s  a 11 pg .

La fa s e  c ro m a to g ra f ic a  s i g n i f i c a  ta m b ié n  un in c re m e n to  de lo s  

v a lo r e s  b ia n c o . P o r e s to  desechamos la s  co lum nas g ra n d e s , ya que con 

la s  m ic ro co lu m n a s  e l  vo lum en de s o lv e n te  no su p e rs  lo s  2 m l. y en es­

ta  c a n t id a d  e l  v a lo r  b ia n c o  es d e s p r e c ia b le .

O tro s  v a lo r e s  co rre s p o n d e n  a l  enzim a HSO y a l  c o fa c to r  OPN, 

e s to s  a lc a n z a n  10 -15  pg . P are ce  s e r  que quedan re d u c id o s  g r a c ia s  a l  

paso p o r  la  co lum na de c ro m a to g ra f ia  (MURPHY y D'AUX 1 9 7 5 ), p e ro  no -  

a n u la d o s .

Todos e s to s  v a lo r e s  sum ados, s in  duda in fu y e n  s o b re  l a  ca ­

l id a d  d e l a n â l i s i s .  Cuando son ig u a le s  o i n f e r i o r e s  a 5 p g . ,  c o n c u e r 

dan con e l  l i m i t e  de d e te c c ié n  y pueden d e s c o n ta rs e  d e l  v a lo r  o b te n i­

do p a ra  cada m u e s tra  (ROBERTSON e t  a l . ,  1 9 7 2 ); p e ro  v a lo r e s  s u p e r io re s  

t ie n e n  g ra n  i n f lu e n c ia  so b re  cada p u n to  de l a  c u rv a  " s ta n d a r d " ,  y  la  

a d ic iô n  de e s to s  v a lo r e s  a cada uno de lo s  p u n to s  de la  c u rv a  " s ta n d a rd "  

se hace n e c e s a r ia  (M IKHAIL e t  a l . ,  1 9 7 0 ).

E s to  ha s id o  l le v a d o  a ca b o , y  hemos p o d id o  com prob ar l a  va ­

r i a c iô n  en la  p e n d ie n te  de l a  c u rv a  s ta n d a rd  o b te n id a ,  p r in c ip a lm e n te  

p a ra  e l  E^d donde ap a rece n  r e c ta s  no p a r a le la s .  P o r ta n to  cada p u n to  

de la  c u rv a  " s ta n d a r d "  ha s id o  t r a ta d o  como una m u e s tra , c o n s ig u ié n d o -  

se una i n f lu e n c ia  d e s p re c ia b le  d e l b la n c o .

La s e n s ib i l id a d  de la  c u rv a  " s ta n d a rd "  ha s id o  d e f in id a  p o r 

a lg u n o s  a u to re s  como la  més pequena c a n t id a d  de una s u s ta n c ia  que pue­

de s e r  m edida s ie n d o  s ig n i f ic a t iv a m e n te  d i s t i n t a  de c e ro  (REEVES y CAL 

HOUM, 1 9 70 ), (EOQUIST y JOHANSSON, 1 9 7 2 ), con un l i m i t e  de c o n f ia n z a  

d e l 95% ( ABRAHAM, 1 9 7 4 ). En r e a l id a d  e s ta  d e f in ic iô n  c o r re s p o n d e r ia  

a l  l i m i t e  de d e te c c iô n  de la  t é c n ic a ,  que en n u e s tra  c u rv a  "s ta n d a rd ^< ^Q ^^^ :\^ ,

c o rre s p o n d e  a 1 2 ,5  p g . ,  6 ,2 5  pg y 1 pg re s p e c t iv a m e n te  p a ra  E , ;

y E p . C o n s id e ra n d o  lo s  v a lo r e s  o b te n id o s  p o r  o t r o s  a u to re s  c o r^ ) |)  -i,v 'A ' !

C 'B L IO T  t



-112-

son 50 pg p a ra  (M IKHAIL e t  a l . ,  1970) y  20 pg p a ra  E ^ f i  (ABRAHAM -  

e t  a l . ,  1 9 70 ), se pude b u s c a r  l a  causa de la  d is m in u c io n  en la  s e n s i­

b i l i d a d  p o r  l a  a f in id a d  d e l a n t is u e r o ,  p o r  e l  t ra z a d o r  o p o r  e l  v o lu  

men de in c u b a c iô n .

Usando la  misma fo rm u la  que en e s te  t r a b a jo  p a ra  d e te rm in a ­

c iô n  de la  s e n s ib i l id a d  HAWKINS y OAKEY (1 9 7 4 ) o b t ie n e n  v a lo r e s  de 12 

p g . ,  9 ,5  pg y 10 pg p a ra  ES , E^p> y re s p e c t iv a m e n te .

La s e n s ib i l id a d  d e l a n â l i s i s  es o t r o  a s p e c to  de l a  s e n s ib i ­

l id a d  y depende de l a  s e n s ib i l id a d  de l a  c u rv a  s ta n d a rd  de l a  ré c u p é ra  

c iô n  y d e l b la n c o .

A l in c o r p o r a r  lo s  v a lo r e s  d e l b la n c o  a l a  c u rv a  "s ta n d a rd "  

la  in f lu e n c ia  de é s te  en lo s  re s u lta d o s  d e l a n â l i s i s  es m in im a , y  no 

hay s o b re e s t im a c iô n  (ABRAHAM, 1 9 7 3 ). No han s id o  c o n s id e ra d o s  a q u e l lo s  

re s u lta d o s  de la  s e n s ib i l id a d  d e l a n a l i s i s  que quedan p o r  d e b a jo  d e l 

l i m i t e  de d e te c c iô n  p o r  e s to  no damos como s ig n i f i c a t i v a s  la s  d ife re n ^  

c ia s  en n iv e le s  h o rm on a les  i n f e r i o r e s  a lo s  2 -5  pg .

La e s p e c i f ic id a d  de un ra d io in m u n o a n â l is is  p a ra  e s te ro id e s  se 

puede d e m o s tra r p o r  dos v ia s :  1) Los e s te ro id e s  c o n o c id o s  que puedan -  

e s ta r  p ré s e n te s  en la  f r a c c iô n  c ro m a to g râ f ic a  no deben re a c c io n a r  de 

una manera s i g n i f i c a t i v e  con e l  a n t is u e r o  usado (ABRAHAM, 1 9 7 3 ). 2 ) La 

e s p e c i f ic id a d  v ie n e  d e te rm in a d a  p o r  e l  e s tu d io  de la s  re a c c io n e s  c r u -  

zadas d e l a n t ic u e rp o  y p o r  c ro m a to g ra f ia .

Los v a lo r e s  de l a  re a c c iô n  c ru za d a  han s id o  d e s c r i t o s  en e l  

a p a rta d o  c o r re s p o n d ie n te .  Segôn WRIGHT e t  a l . ,  (1 9 7 3 ) , u t i l i z a n d o  

Sephadex LH 20 y s o lv e n te  b e n ce n o /m e ta n o l 9 :1  ( v . / v )  pueden a p a re c e r 

en la  f r a c c iô n  e s t r a d io l  d e r iv a d o s  1 6 -c e to  y p o s te r io rm e n te  6 - c e to  que 

pueden i n t e r f e r i r  e l  a n é l i s i s  cuando no se u t i l i z a n  a n t ic u e rp o s  de a l -  

ta  e s p e c i f ic id a d .  E l a n t ic u e rp o  a n ti-E ^ p »  u t i l i z a d o  p o r  n o s o tro s  p ré ­

s e n ta  una re a c c iô n  c ru z a d a  d e l 12,3% y 1,3% p a ra  lo s  d e r iv a d o s  6 - c e to  

y  1 6 -c e to ,  re s p e c t iv a m e n te , p e ro  e s to  no p a re ce  te n e r  una g ra n  im p o r-
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ta n c ia  ya que h a s ta  a h o ra  e s to s  d e r iv a d o s  s o lo  hen s id o  p u e s to s  en e v i -  

d e n c ia  en l a  tn u je r g e s ta n te  y en c o n c e n tra c io n e s  que s o lo  re p re s e n ta n  

e l  1% de la s  de E^(i , (BOLTON y RUTHERFORD 1 9 76 ).

O tra  v ia  de d e te rm in a c io n  de la  e s p e c i f ic id a d  d e l a n a l i s i s  

v ie n e  d e f in id a  p o r  la  a u s e n c ia  en e l  p lasm a de c u a lq u ie r  s u s ta n c ia  que 

pueda i r t f ^ r f e r i r  le s  r e s u lta d o s  (MIDGLEY e t  a l . ,  1969 b ) .  E s te  t e s t  

r e a l iz a d o  con  vo lum enes c r e c ie n te s  de p la sm a , puede a s e g u ra r  e s te  pun 

t o .  Los re s u l ta d o s  m u e s tra n  una e s t im a c io n  no rm a l de la s  c o n c e n tra ­

c io n e s .  '

La c o r r e la c io n  e n t r e  la s  c a n t id a d e s  c o n o c ld a s  de e s te ro id e  

en e l  p lasm a y lo s  r e s u lta d o s  o b te n id o s ,  puede e s ta r  a l t e r a d a  p o r  f a -  

l l o s  de t i p o  humano, p r in c ip a lm e n te  p o r  d e f ic ie n c ie s  en e l  t ie m p o  de 

e s t a b i l i z a c io n  de lo s  t ra z a d o re s  a n a d id o s  a l  p la sm a : p re v ia m e n te  a la  

e x t r a c c io n ,  Cuando se r e a l i z e  l a  e x t r a c c io n  en e s ta s  c o n d ic io n e s ,  lo s  

tra z a d o re s  m arcados son mas fà c i lm e n te  e x t r a ld o s ,  ya que lo s  e s t e r o i -  

des p la s m a ttc D S , a p a re ce n  en g ra n  p a r te  l ig a d o s  a la s  p r o te ln a s ,  y  es­

t a  t ie n e  como co n se c u e n c ia  una s u b e s tim a c io n  de lo s  v a lo r e s  r e a le s .

La p r e c is io n  d e te rm in a d a  p o r  e l  e s tu d io  de la s  c o n c e n tra c io ­

nes en vo lum enes c r e c ie n te s  de p lasm a a p a re ce  como ra z o n a b le .  Hay que 

h a c e r n o ta r  q'qe la  p r e c is io n  en v a lo r  r e la t i v e  d is m in u y e  cuando e l  a n é - 

l i s i s  se hace en una f r a c c io n  cada vez més pequena de l a  m u e s tra  de 

p a r t id a .  La p r e c is iô n  m ayor ha s id o  p a ra  la  e s tro n a  y l a  menor p a ra  

e l  .

5 . 3 . -  NIVELES DE ESTR0GEN05 EN LA VACA

a ) En e l  c i c l o  s e x u a l

La té c n ic a  que hemos d e s c r i t o ,  nos ha p e r m it id o  h a c e r un es 

tu d io  de l a  c o n c e n tra c iô n  de d i f e r e n t e s  e s trô g e n o s  en una misma mues­

t r a  de p la sm a . E s te  e s tu d io  c o rre s p o n d e  a n u e s tra  p re o c u p a c iô n  de e n -
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c o n t r a r  una a l t e r n a t iv a  a l a  d e te rm in a c io n  de , p a ra  e l  e s tu d io  d e l 

c re c im ie n to  f o l i c u l a r .

Desde e l  p u n to  de v is t a  c u a n t i t a t i v o  la s  c o n c e n tra c io n e s  de 

e s trô g e n o s  en e l  c i c l o  s e x u a l de la  vaca  en n u e s tro  t r a b a jo  ap a rece n  

d e n tro  d e l s ig u ie n te  ra n g o  e n t r e  c o n c e n tra c io n e s  b a s a le s  y mâximos 

p r e o v u la to r io s :

E^p> : 2 -1 8  p g /m l;  TE^p» : 2 -3 2  p g /m l;  TE^ : 15 -37 p g /m lj T E ^  : 1 5 -7 0 p g /m l.

S in  em bargo en la  b i b l i o g r a f i a  c o n s u lta d a , a p a rece n  g ra n d e s  

v a r ia c io n e s  en c u a n to  a la s  c o n c e n tra c io n e s  d e s c r i t a s  p o r  d i f e r e n t e s  -  

a u to re s .  E s to s  r e s u lta d o s  quedan r e f le ja d o s  a c o n t in u a c io n , c ita n d o s e  

la  r e f e r e n d a  b i b l i o g r a f i c a , e l  m etodo de a n a l i s i s ,  a s l  como lo s  n iv e -  

le s  d e l e s tro g e n o  o e s trô g e n o s  d e te rm in a d o s .

E s ta  g ra n  v a r ia c io n  en lo s  n iv e le s ,  p a re ce  que se debe p r in ­

c ip a lm e n te  a l  uso de una d e te rm in a d a  té c n ic a ,  y  s o b re  to d o  a l  g ra d o  de 

p u r i f i c a c iô n  de la  m u e s tra  a n te s  d e l a n a l i s i s .  PETERSON e t  a l . ,  ( 1975a) 

s u g ie re n  que e x is te n  en e l  p lasm a d e te rm in a d o s  fa c to r e s  que a l t e r a n  lo s  

re s u lta d o s  f i n a le s ,  cuando no se t r a b a ja  con un a l t o  g ra d o  de p u r i f i c a ­

c iô n  .

En e s te  cu a d ro  ap a rece n  a lg u n a s  r e fe r e n c ia s ,  que usando una 

té c n ic a  de R IA , e xp re sa n  sus r e s u lta d o s  como e s t r a d io l ,  cuando re a lm e n - 

te  co rre s p o n d e n  a l  E ^ p  més una p a r te  de EgO( , d e p end iend c  de la  re a c -  

c iô n  c ru za d a  d e l a n t ic u e rp o  que u t i l i z a n  con e s te  e s trô g e n o .

E s to s  a u to re s  se basan en la  t e o r ia  de GLENCROSS e t  a l . ,  -

( 1973) lo s  c u a le s  u t i l i z a n d o  un a n t ic u e rp o  con e l  20%.de re a c c iô n  c ru ­

zada f r e n te  a l  E^ot , y o t r o  con e l  0,2% , o b t ie n e n  lo s  mismos r e s u lta d o s  

p a ra  e l  e s t r a d io l .  Segun e s to ,  ase gu ra n  que lo s  n iv e le s  de E^of , en -  

l a  sa n g re  p e r i f é r i c a  de la  vaca son d e s p re c ia b le s . Ig u a lm e n te  p a ra  -  

HENRICKS e t  a l . ,  ( l 9 7 l )  l a  m a y o ria  de e s trô g e n o s  p la s m é tic o s  c o r re s p o n  

den a l  E ^ f i .
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N iv e le s  de e s tro g e n o s  en e l  p lasm a sa n g u in e o  p e r i f e r i c o  de la  vaca 

(C o n c e n tra c iô n  b a s a l y n iv e l  maximo p r e o v u la to r io ) .

R e fe re n c ia M etodo E s te ro id e Rango (pc

POPE e t  a l . ,  1965 B io lô g ic o E s trô g e n o s 1-10

CHRISTENSEN e t  a l . , 1971 RIA E s trô g e n o s 9 8 -1 7 6

HENRICKS e t  a l . ,  1971 RIA E s trô g e n o s 0 ,5 -2 5

MASON e t  a l . ,  1972 F lu o r im e t r ia E jP  *  5 , 4 176-1175

E , 231 -22 69

SHEMESH e t  a l . ,  1972 CPB 10-170

WETTEMANN e t  a l . ,  1972 RIA E jp 3 -1 0

BATSON e t  a l . ,  1972 RIA E s trô g e n o s 2 -1 5

BLOCKEY e t  a l . ,  1973 RIA
" l

170-610

GLENCROSS e t  a l . ,  1973 R IA ,
E2 P

1-10

E l
1-2

KATONGOLE e t  a l . ,  1973 RIA E s trô g e n o s 5 -2 5

CHRISTENSEN e t  a l . ,  1974 R IA , E s trô g e n o s 5 0 -1 6 0

DOBSON y DEAN, 1974 RIA
E2 P

5 -1 5

E2 . 15 -45

E l 3 -5

LEMON y SAUMANDE, 1974 RIA
E ^ P

5 -2 5

PETERSON e t  a l . ,  1975(ia) RIA EgP + E g * 5 -1 2

SEREN e t  a l . , 1974 RIA E s trô g e n o s 3 -3 0

SMITH e t  a l . ,  1974 RIA E /  *  Eg«< 2 -1 8

CHENAULT e t  a l . ,  1975 RIA E ,P  *  E / 2 -1 2

ECTORS e t  a l . ,  1975 R IA , 2 -1 3

LEMON e t  a l . ,  1975 RIA
S ' "

5 -2 5

PETERSON e t  a l . ,  1975 (b ) RIA .
' 2  I '

5 -5 0

TH ia iE R  y SAUMANDE, 1975 RIA 3 -3 0

KANCHEV e t  a l . ,  1976 RIA
S P

5 -1 5

DOBSON, 1978 RIA 5 -1 5

LOPEZ SEBASTIAN, 1981 RIA
S P

2 -1 8

T E j( î 2 -3 2

15-34

T E ^d 15-70
2
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E s ta  misma t e o r ia  m a n tie n e n  SMITH e t  a l . ,  (1 9 7 4 ) ,  CHENAULT 

e t  a l . ,  ( 1975) y PETERSON e t  a l . ,  ( 1975a) que con a n t ic u e rp o s  de re a c  

c io n  c ru za d a  T re n te  a l  E ^ d  de 42%, 17% y 42% re s p e c tiv a m e n te  o b t ie n e n  

lo s  mismos re s u lta d o s  p a ra  E^ ^  + EgCt que o t r o s  a u to re s  p a ra  e l  E^(^ 

s o lo .  S in  embargo LEMON y SAUMANDE(1 9 7 4 )con un a n t ic u e rp o  de a l t a  

re a c c iô n  c ru za d a  T re n te  a l  E^ot X o b t ie n e n  v a lo r e s  con un ra n g o  

de 5 0 -8 0  p g /m l.

En n u e s tro  t r a b a jo  a p a re ce  elTE^®* , como e l  mayor e s t r ô ­

geno c i r c u la n t e  en l a  sa n g re  p e r i f é r i c a  de l a  vaca  de a cu e rd o  con -  

OOBSON y OEAN (1 9 7 4 ) que d e te rm in a n  lo s  e s trô g e n o s  s o lo  en su fo rm a  

l i b r e .  Comparando la s  c o n c e n tra c io n e s  de lo s  d i f e r e n t e s  e s trô g e n o s  

en ambos t r a b a jo s  se puede a p r e c ia r  que la  m a y o ria  d e l  E ^ ^ y  se 

e n c u e n tra n  en e l  p lasm a en fo rm a  no c o n ju g a d a , ya que la s  d i f e r e n c ia s  

que se pueden a p r e c ia r  e n t re  lo s  dos n iv e le s  son muy d é b i le s ,  m ie n - 

t r a s  que p o r  e l  c o n t r a r io  la s  c o n c e n tra c io n e s  de TE^ , son d e l o r -  

den de 8 a 10 veces s u p e r io r e s  a la s  de E^ , l o  que de m uestra  que -  

e s te  e s trô g e n o  en la  vaca  c i r c u la  p r in c ip a lm e n te  en fo rm a  c o n ju g a d a . 

S in  em bargo, n i  n o s o tro s  en fo rm a  c o n ju g a d a  n i  o t r o s  a u to re s  en f o r ­

ma l i b r e  (OO8SON y OEAN 1974; SMITH e t  a l . ,  1 9 7 4 ), e n con tram os f l u c -  

tu a c io n e s  c la r a s  a l o  la r g o  d e l c i c l o ,  o en e l  p é r io d e  p r e o v u la to r io .

P o r o t r o  la d o  MASON e t  a l . ,  ( l9 7 2 )  u t i l i z a n d o  una té c n ic a  

f lu o r im é t r i c a  d e te c ta n  un p ic o  de E^ , e l  d ia  a n te s  d e l c e lo  y HANSEL 

y ECTERNKAMP (1 9 7 2 ) , d e te rm in a n  in c re m e n to s  en la  c o n c e n tra c iô n  de E^ 

lo s  d ia s  14 y 16 d e l c i c l o .  NANCARROW e t  a l . ,  (1 9 7 3 ) o b se rva n  f l u c -  

tu a c io n e s  de E,̂  , d u ra n te  e l  c e lo  p e ro  s o lo  c u a n to  é s ta  es m edida en

la  vena ô te r o - o v â r ic a . T e n iend o  en c u e n ta  e l  o r ig e n  de la  E,̂  que pue 

de s e r  en p a r te  e x t r a - o v â r ic o  (BEALL 1939) y la  p o s ib i l id a d  de que la  

E,j sea un m e ta b o li te  de o t r o s  e s trô g e n o s  (VELLE, 1 9 5 8 ), hace d i f i c i l  

p e n s a r en a lg u n a  r e la c iô n  de f lu c tu a c io n e s  de E,̂  con la  a c t iv id a d  -  

f o l i c u l a r ;  en c u a lq u ie r  caso la s  v a r ia c io n e s  n e ta s  de e s te  e s trô g e n o  

que ap a rece n  d u ra n te  e l  c i c l o  m e n s tru a l en la  m u je r  (BROWN y SMITH, 

1971; HAWKINS y OAKEY 1974; LGRIAUX e t  a l . ,  1971) no a p a re ce n  en e l  -  

c i c l o  e s t r a l  de l a  va ca .
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Desde e l  p u n to  de v i s t a  c u a l i t a t i v o ,  so la m e n te  e l  ,

p ré s e n ta  un in c re m e n to  p r e o v u la to r io  b ie n  d e f in id o ,  e l  c u a l es de -  

la  misma im p o r ta n c ia  en a m p litu d  y  d u ra c iô n  que e l  o b te n id o  p a ra  e l  

en lo s  m ismos a n im a le s  y en o t r a s  e x p e r ie n c ia s  p re c e d e n te s  (HEN_ 

RICKS e t  a l . ,  1971; WETTEMAN e t  a l . ,  1972; BATSON e t  a l . ,  1973; 

GLENCROSS e t  a l . ,  1973; SMITH e t  a l . ,  1974; OOBSON y OEAN 1974; EC_ 

TORS e t  a l . ,  1975 y KANCHEV e t  a l . ,  1 9 7 6 ).

E l mismo in c re m e n to  p r e o v u la to r io  se s e n a la  en o t r a s  p u - 

b l ic a c io n e s  con tom as de sa n g re  cada 2 h o ra s  y en e s te  caso  e x is te n  

a m p lia s  f lu c tu a c io n e s  de E ^ ^ e l  d ia  a n t e r io r  ë l  d e l c e lo ,  l o  que r é ­

v é la  una s e c re c iô n  e p is ô d ic a  d e l  m ismo p o r  e l  f o l i c u l o  a n te s  de la  

o v u la c iô n  (LEMON y SAUMANOE , 1974; THIBIER y SAUMANOE , 1975; CHENAULT 

e t  a l . ,  1975 y OOBSON , 1978).

E s te  in c re m e n to  p r e o v u la to r io  desencadena lo s  s in to m a s  d e l 

c e lo  (GLENCROSS e t  a l . ,  1973) y  m e d ia n te  un e fe c to  " fe e d -b a c k "  p o s i­

t i v e  p ro vo ca  l a  d e sca rg a  p r e o v u la to r ia  de LH (SMITH e t  a l . ,  1974 y 

WETTEMANN e t  a l . ,  1 9 7 2 ), s i  b ie n  e s to  s o lo  o c u rre  cuando la s  c o n c e n tra  

c io n e s  de p ro g e s te ro n e  ban d e s c e n d id o  p re v ia m e n te  a su n iv e l  b a s a i -  

(LEMON e t  a l . ,  1975 y CHENAULT e t  a l . ,  1 9 7 5 ).

A l o  la r g o  d e l c i c l o  a p a re ce n  o t r a s  e le v a c io n e s  d e l n iv e l  

b a s a i de E ^p  y TEg(3 , s in  b ie n  s in  a lc a n z a r  la s  d e l p ic o  p r e o v u la to r io  

lo s  d ia s  6 y  7 d e l c i c l o  y  10 a 12. La m a y o ria  de lo s  a u to re s  d e s c r i -  

ben ta m b ié n  e s to s  in c re m e n to s  con l i g e r a s  v a r ia c io n e s ,  que p a re ce n  r e -  

f l e j a r  a c e le ra c io n e s  d e l c re c im ie n to  f o l i c u l a r  p o r  o le a d a s , con e l  pe­

so de f o l i c u l o s  pequenos a f o l i c u l o s  a n t r a le s .  MARIANA y N'GUYEN HUY 

1973, s e n a la n  que, e s ta s  a c e le ra c io n e s  e s ta r ia n  lo c a l iz a d a s  a l  p r i n c i ­

p le  d e l c i c l o  y a lr e d e d o r  d e l d ia  12 d e l m ismo.

En l o  que c o n c ie rn e  a l  TE^oJ e x is t e  una te n d e n c ia  a que lo s  

v a lo r e s  mas e le v a d o s  a p a re zca n  en la  p ro x im id a d  d e l  c e lo ,  te n d e n c ia  -
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que no es muy é v id e n te  so b re  l a  c u rv a  m e d ia , pues lo s  p u n to s  méximos 

p a ra  cada vaca no son s in c ro n o s  e n t re  s i .  OOBSON y OEAN (1 9 7 4 ) tam po - 

co  e n c u e n tra n  f lu c tu a c io n e s  n e ta s  p a ra  e l  E^oL , d u ra n te  e l  p é r io d e  -  

p r e o v u la to r io .  Las v ia s  m e ta b ô lic a s  d e l E^c* , l a  c o n v e rs io n  de E^ a 

E^ot p o r  lo s  e r i t r o c i t o s  de vacuno (MELLIN y ERB 1965) y e l  hecho de 

que e l  E^ol no a p a re zca  en e l  l i q u id e  f o l i c u l a r  (SHORT 1 9 6 2 ), hace pen 

s a r  en un enm asca ram ie n to  de lo s  n iv e le s  de e s ta  hormona en e l  p lasm a.

b )  S u p e ro v u la c iô n

E l m u e s tre o  cada dos h o ra s  p e rm its  e l  s e g u im ie n to  de l a  -  

e v o lu c iô n  de lo s  n iv e le s  h o rm on a les  en la  s u p e ro v u la c iô n  y  la s  f l u c ­

tu a c io n e s  de la  s e c re c iô n  e p is ô d ic a  de lo s  e s trô g e n o s .

E s te  t i p o  de m u e s tre o  p e rm ite  ta m b ié n  l a  d e te rm in a c io n  d e l 

p ic o  p r e o v u la to r io  de LH, e l  c u a l d e f in e  de una m anera mâs e x a c ta  e l

com ienzo d e l c e lo ,  que u t i l i z a n d o  machos v a s e c to m iz a d o s .

Con e l  t r a ta m ie n to  PMSG -  P ro s ta g la n d in s ,  e l  p ic o  de LH apa­

re c e  a la s  4 5 ,5  ( v a lo r  m e d io , n = 8 )h o ra s  después de l a  in y e c c iô n  de 

p ro s ta g la n d in s  e x c e p to  en un a n im a l que a p a re ce  a la s  72 h o ra s , r e s u l  

ta d o s  a n a lo g o s  a lo s  t r a b a jo s  de PHILLIPPG y ROWSON (1 9 7 5 ) y SAUMAN_

DE (1 9 8 0 ) . S in  em bargo en n o v i l l a s  no t r a ta d a s  con PMSG, es d e c i r , ccn 

PGF^oi s o la ,  e s te  p ic o  de LH a p a re ce  a lre d e d o r  de 20  h o ra s  mâs ta r d e ,  

es d e c ir  a la s  64 h o ra s  de la  in y e c c iô n  de p r o s ta g la n d in s  (DOBSON e t  

a l . ,  19 75 , COOPER y ROWSON ,1 9 7 5 ). En ambos caso s  e l  i n t e r v a l s  en­

t r e  e l  com ienzo de la  l u t e o l i s i s  y  e l  p ic o  p r e o v u la to r io  de LH es mâs 

c o r t o .  La ra z ô n  y e l  s ig n i f i c a d o  de e s ta  d i f e r e n c ia ,  no ha s id o  a c la  

ra d o  h a s ta  e l  moments.

Las c o n c e n tra c io n e s  de e s trô g e n o s  se in c re m e n ta n  a p a r t i r  

de la s  24 h o ra s  de la  in y e c c iô n  de PMSG, h a s ta  a lc a n z a r  un mâximo c o in  

c ia e n te  con e l  p ic o  de LH, 6 con l ig e r a s  d i f e r e n c ia s  de - 4  a +2 h o ra s , 

de a cu e rd o  con l o  d e s c r i t o  p o r  BOTH e t  a l . ,  (1 9 7 5 ) y SAUMANDE (1 9 8 0 ) ,



-119-

s ie n d o  m ayor e l  i n t e r v a lo  PMSG-pico de e s tro g e n o s , c u a n to  mayor es la  

ta s a  de o v u la c iô n .

La r e la c iô n  de lo s  n iv e le s  de con la  ta s a  de o v u la c iô n  ha

s id o  d e s c r i t a  a m p lia m e n te  p o r  LEMON y SAUMANDE ( l9 7 2 ) y  TE3TART e t  a l . ,  

( 1977 ) .  N o s o tro s  e n con tram os ta m b ié n  e l  mayor in d ic e  de c o r r e la c iô n  

e n t r e  e l  E ^ p  y l a  ta s a  de o v u la c iô n  ( r  .= 0 ,9 5 , P <  0 ,0 1 )  .

E s ta  r e la c iô n  a p a re ce  am p lia m e n te  d e s c r i t a  en la  b i b l i o g r a f ia  

(HENRICKS e t  a l . - ,  1973; HALLFORO e t  a l . ,  1975; SAUMANDE y PELLETIER, 

1975 y SAUMANDE,1 9 7 8 ). A hora  b ie n ,  s i  p a ra  e l  E ^ () la  c o r r e la c iô n  

e n t r e  e l  numéro de o v u la c io n e s  y e l  n iv e l  mâximo es l a  mâs a l t a ,  p a ra  

e l  TEgC< e s ta  misma c o r r e la c iô n  es de s u f i c ie n t e  v a l id e z  ( r  = 0 ,8 1 ) ,  

con la  v e n ta ja  de que l a  p e n d ie n te  de la  r e c ta  de re g re s iô n  es p r â c -  

t ic a m e n te  e l  d o b le .  E s ta  c o r r e la c iô n  y p e n d ie n te  de l a  r e c ta  son de 

g ra n  in t e r é s  a l a  h o ra  de b u s c a r p a râ m e tro s  que r e f l e je n  la  a c t iv id a d  

f o l i c u l a r .

En e l  a p a rta d o  p re c e d e n ts , so b re  n iv e le s  h o rm o n a le s  d u ra n te  e l  

c i c l o ,  habîam os c o n c lu id o  que n in g u n o  de lo s  t r è s  e s trô g e n o s  ( l i b r e s  

+ c o n ju g a d o s ) a p o rta b a  a lg u n a  m e jo ra  a la  c a l id a d  de la s  in fo rm a c io n e s  

o b te n id a s  p o r  e l  Eg(^ , s in  embargo en e s te  caso  en e l  que ha s id o  e s -  

t im u la d o  e l  c re c im ie n to  f o l i c u l a r  m e d ia n te  la  PMSG, la  m edida de T E ^  

ô e v e n tu a lm e n te  de TE^p + TE^o! p a re ce  in te r e s a n te ,  pues e l  aumento 

de lo s  n iv e le s  ho rm o n a le s  d u ra n te  e l  p e r io d o  p r e o v u la to r io  es de una 

a m p litu d  dos veces mâs im p o r ta n te  que e l  que ha s id o  o b se rva d o  p a ra  

e l  E^(3 . S i lo s  c o e f ic ie n te s  de c o r r e la c iô n  e n t re  e l  numéro de o v u la ­

c io n e s  y la s  c o n c e n tra c io n e s  mâximas de T E ^  ô de TE^ () + TEg(X son -  

menos e le v a d o s  que lo s  e n c o n tra d o s  p a ra  e l  E^P , puede s e r  s im plem en 

te  p o r una d i f e r e n c ia  en la  p r é c is io n  d e l m étodo de a n â l i s i s .

Hemos l le g a d o  p o r ta n to  a un p u n to  en e l  c u a l,  lo s  re s u lta d o s  

a p a rece n  d i fe r e n t e s  de pend iend o  de que lo s  a n im a le s  hayan r e c ib id o  o 

no , un t r a ta m ie n to  de s u p e ro v u la c iô n .
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Las ra zo n e s  p o r  la s  c u a le s  en lo s  a n im a le s  t r a ta d o s  con PMSG -  

e l  aum ento de lo s  e s tro g e n o s  c o n ju g a d o s , es mâs im p o r ta n te  que e l  de 

EgP , a d i f e r e n c ia  de lo  que es ob se rva d o  en e l  c i c l o  s e x u a l n o rm a l, 

no son dem asiado c la r a s .  S i como en la  m u je r , lo s  e s trô g e n o s  c o n ju ­

g a dos , no son se g re y a d o s , s i  no que s im p le m e n te  re p re s e n ta n  un p r o ­

d u c ts  d e l m e ta b o lis m s  (LONGCOPE 1972 y RUDER e t  a l . ,  1972) puede e x -  

p l i c a r s e  e s te  fenômeno o b s e rv a d o , como c o n s e c u e n c ia  de la  v id a  m edia 

mâs la r g a  de lo s  e s te ro id e s  p a ra  la s  fo rm a s  c o n ju g a d a s  en r e la c iô n  

con  su fo rm a  l i b r e  (SANDBERG e t  a l . ,  1964; LONGCOPE 1972 y RUDER e t  

a l . ,  19 72 ).

A p r o p ô s i to  de la s  d i f e r e n c ia s  o b se rva d a s  e n t r e  lo s  t r è s  e s t r ô  

genos bay que re c o rd e r  que e l  E^oi , no es s in te t iz a d o  p o r  la s  c é lu la s  

f o l i c u la r e s  (SHORT 1962) p e ro  es e l  r e s u lta d o  de una tra n s fo rm a c iô n  

de E gp , p a r t ic u la r m e n te  a n iv e l  de lo s  h e m a tie s  (AXELROD y WERTHES_ 

SEN . 1960 , LUNAAS y V E LLE ,1960 , V ELLE ,1 9 6 3 ), y que d u ra n te  e l  c i c l o  

s e x u a l,  no ha s id o  ob se rva d a  n in g u n a  m o d if ic a c iô n  de la s  c o n c e n tra c io  

n é s , l ig a d a  a fenôm enos de c re c im ie n to  f o l i c u l a r  (OOBSON y DEAN 1974)-.-

T e n iend o  en c u e n ta  lo s  c o n o c im ie n to s  a c tu a le s  de l a  s î n t e s is  y 

m e ta b o lism o  de lo s  e s trô g e n o s  en la  e s p e c ie  b o v in e  es d i f i c i l  d a r  una 

e x p lic a c iô n  a la  d i f e r e n c ia  e n t r e  lo s  r e s u lta d o s  e n t re  e l  c i c l o  s e x u a l 

no rm a l y la  e s t im u la c iô n  o v é r ic a ,  s i  b ie n  desde un p u n to  de v i s t a  p râ c  

t i c o ,  lo s  e s trô g e n o s  co n ju g a d o s  p e rm ite n  h a c e r un e s tu d io  mâs d i r e c te  

y mâs s im p le  d e l c re c im ie n to  f o l i c u l a r  en e l  p e r io d o  p r e o v u la to r io  en 

lo s  a n im a le s  en lo s  que se p ro vo ca  la  s u p e ro v u la c iô n ,  que la  d e te rm i-  

n a c iô n  û n ic a  de E ^p .



6 . CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1 . -  U t i l iz a n d o  como a n t ig e n o  un d e r iv a d o  de la  e s tro n a  con c o n ju -  

g a c io n  de la  BSA en e l  ca rb o n o  17 d e l a n i l l o  (e s t ro n a  17 -  h id r a -  

zona-BSA) se pueden o b te n e r  en e l  c o n e jo ,  a n t ic u e rp o s  no e s p e c i f i -  

c o s , que p re s e n ta n  una f u e r t e  re a c c iô n  c ru z a d a  f r e n t e  a d i f e r e n t e s  

e s trô g e n o s ,

2 . -  La u t i l i z a c i ô n  de a n t ic u e rp o s  no e s p e c l f ic o s ,  es mâs in te r e s a n te ,  

que la  de a n t ic u e rp o s  e s p e c l f ic o s ,  cuando se q u ie re n  d e te rm in a r  v a ­

r i e s  e s trô g e n o s  en una misma m u e s tra , m a n ten ié ndo se  la  e s p e c i f ic id a d  

u t i l i z a n d o  c ro m a to g ra f ia  p re v ia m e n te .

3 . -  Se pueden d e te rm in a r  en una misma m u e s tra  de p lasm a , e s t r o n a ,

17 ^  - e s t r a d io l  y 17c* - e s t r a d io l ,  l i b r e s  y c o n ju g a d o s , m e d ia n te  e l  -  

uso c o n tin u a d o  de h i d r ô l i s i s ,  o x id a c iô n  e n z im â t ic a  y d o b le  c ro m a to ­

g r a f  i a ,  p re v ia m e n te  a l  a n â l i s i s  ra d io in m u n o lô g ic o .

4 . -  Los c r i t e r i o s  de v a l id e z  de e s ta  té c n ic a  son l o  s u f ic ie n te m e n te  

buenos como p a ra  d a r  como s ig n i f i c a t i v e s  lo s  r e s u lta d o s  de la s  v a r ia _  

c io n e s  r e la t i v e s  de lo s  n iv e le s  de e s ta s  horm onas e s te ro id e s  en d i ­

fe r e n te s  s i tu a c io n e s  f i s i o l ô g i c a s .

5 . -  En e l  c i c l o  s e x u a l de la  vaca s ô lo  e l  E ^p  ô e l  T E ^ f i r e f le ja n  e l  

c re c im ie n to  f o l i c u l a r ,  con un in c re m e n to  de la s  c o n c e n tra c io n e s  lo s  

d ia s  -1  y 0 , re s p o n s a b le s  de lo s  s in to m a s  de c e lo  y de la  de sca rga  

p r e o v u la to r ia  de LH.

G .-  Los t r è s  e s trô g e n o s  e s tu d ia d o s , no o f re c e n  n in g u n a  v e n ta ja  sob re  

l a  c a l id a d  de in fo rm a c iô n ,  que se o b t ie n s  con lo s  n iv e le s  de 17 fî-es_  

t r a d i o l  l i b r e ,  cuando se q u ie re n  r e la c io n a r  con l a  a c t iv id a d  f o l i c u  

l a r .
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7 . -  Desde un p u n to  de v is t a  c u a n t i t a t i v o  e l  1 7 o (- e s t r a d io l  l i b r e  y 

co n ju g a d o  es e l  m ayor e s trô g e n o  c i r c u la n t e  en e l  p lasm a p e r i f é r i c o  

de la  vaca  y sus c o n c e n tra c io n e s  t ie n e n  te n d e n c ia  a un in c re m e n to  -  

lo s  d ia s  p ro x im o  a l  c e lo ,  a p e s a r de que e s to  no sea é v id e n te  en la  

c u rv a  m e d ia , d e b id o  a que lo s  n iv e le s  mâximos no e s tâ n  s in c r o n iz a -  

d o s .

0 . -  En e l  a n im a l que ha s id o  s o m e tid o  a un t r a ta m ie n to  de s u p e ro v u la  

c iô n ,  la  d e te rm in a c io n  de T E ^  debe de s u s t i t u i r  a la  de E^p» , ya que 

e l  p r im e ro  r e f l e j a  de una fo rm a  mâs s e n s ib le  y l o  s u f ic ie n te m e n te  p re  

c is a  e l  c r e c im ie n to  f o l i c u l a r ,  con  un in c re m e n to  y un p ic o  p r e o v u la ­

t o r i o  s in c ro n iz a d o  con e l  E^P» •

9 . -  Las c o n c e n tra c io n e s  de TE^oJ son mâs s e n s ib le s  que la s  de E^p, y su 

c o r r e la c iô n  mâs p r é c is a  con l a  v a r ia b i l i d a d  en la  re s p u e s ta  o v â r ic a ,

y e l  numéro de o v u la c io n e s ,  después de la  e s t im u la c iô n  con  PMSG.

1 0 .-  E l in c re m e n to  p r e o v u la to r io  de e s trô g e n o s  c o n ju g a d o s  en e l  p la s ­

ma, después de l a  in y e c c iô n  de PMSG, es mâs im p o r ta n te  y en c o n c e n tra  

c io n e s  muy s u p e r io r e s  a la s  de 1 7 p - e s t r a d io l  l i b r e  lo  que puede a p o r 

t a r  f a c i l id a d e s  a n iv e l  d e l m étodo de a n â l i s i s  y a la  f re c u e n c ia  de -  

la  toma de m u e s tra s .
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RESUMEN

Se ha l le v a d o  a cabo la  p u e s ta  a p u n to  de una té c n ic a  que p e rm ite  de 

te r m in e r  en una misma m u e s tra  de p lasm a sa n g u in e o  e s tro n a ,  17 P -  e s t r a d io l  y 

17p( -  e s t r a d io l ,  l i b r e s  y c o n ju g a d o s , con e l  f i n  de c o n o c e r s i  a lg u n o  o a lg u -  

nos de e s to s  e s trô g e n o s  e ra  un in d ic a d o r  m e jo r de l a  a c t iv id a d  f o l i c u l a r  que 

l o  es e l  1 7 P -  e s t r a d io l  l i b r e .

P ara  p o d e r d e te rm in a r  p o r  S eparado e s to s  t r è s  e s trô g e n o s  se han com- 

b in a d o  d i fe r e n t e s  té c n ic a s  p r e v ia s  a l a  re a c c iô n  ra d io in m u n o lt fg ic a :H  i d r ô l i s i s  

de e s trô g e n o s  c o n ju g a d o s , o x id a c iô n  e n z im â t ic a  d e l E ^p  a E^ y c ro m a to g ra f la  en 

m ic ro co lu m n a s  de Sephadex LH 2 0 , con la s  que se ha co n s e g u id o  d a r  una g ra n  e s ­

p e c i f ic id a d  a l  m é todo .

Se han em pleado a n t ic u e rp o s  no e s p e c l f ic o s ,  que a l  p re s e n te r  re a c c iô n  

c ru z a d a  con d i f e r e n t e s  e s te r o id e s ,  p e rm ite n  l a  d e te rm in a c iô n  s im u lté n e a  de va ­

r i e s  e s trô g e n o s . Uno de e s to s  a n t ic u e rp o s  ha s id o  p re p a ra d o  en e l  c o n e jo ,  u t i  

l iz a n d o  como a n t ig e n o  "E s tro n a -1 7 -h id ra z o n a -B B A " , con e l  que se ha c o n se g u id o  

un a n t ic u e rp o  que re a c c io n a  fu e r te m e n te  con e l  17P y e l  17d  - e s t r a d io l .

U t i l iz a n d o  e s te  m étodo ra d io in m u n o a n a l l t ic o  se han d e te rm in a d o  lo s  

n iv e le s  de TE^, TE^p y TE^d. en la  s a n g re  p e r i f é r i c a  de la  va ca , d u ra n te  e l -  

c i c l o  s e x u a l,  y en n o v i l l a s  después de un t r a ta m ie n to  p a ra  in d u c i r  a la  s u p e r­

o v u la c iô n  con PMSG y PGF^d (a n â lo g o ) .

D u ra n te  e l  c i c l o  s e x u a l la s  c o n c e n tra c io n e s  de e s trô g e n o s  c o n ju g a ­

dos en e l  p lasm a p e r i f é r i c o  son s u p e r io r e s  a la s  de e s trô g e n o s  l i b r e s ,  s ie n d o  

e l  TEgd e l  que a p a re ce  en c o n c e n tra c io n e s  mâs a l t a s .

S o lam ente  e l  T E ^p  , p ré s e n ta  un c la r o  in c re m e n to  p r e o v u la to r io ,  cuya 

d u ra c iô n  y aumento r e la t i v e  no son s ig n i f ic a t iv a m e n te  d i f e r e n t e s  de lo s  r e s u l ­

ta d o s  o b te n id o s  p a ra  E ^ f i .

En lo s  a n im a le s  en lo s  que se ha p ro vo ca d o  l a  s u p e ro v u la c iô n , la  evo 

lu c iô n  de lo s  d i f e r e n t e s  e s trô g e n o s  es semeja n t e ,  después de l a  in y e c c iô n  de 

PMSG, con un in c re m e n to  p r e o v u la to r io  p rô x im o  a l  d e là  LH.
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Las c o n c e n tra c io n e s  mas a l t a s  c o rre s p o n d e n  a l  TE^oLcon n iv e le s  muy 

s u p e r io r e s  a lo s  de E ^ p ,  e s ta n d o  s ig n i f ic a t iv a m e n te  c o r r e la c io n a d o s e l m â x i­

mo p r e o v u la to r io  y e l  numéro de o v u la c io n e s ,  s ie n d o  l a  p e n d ie n te  de la  r e c ta  

de re g re s iô n  dos veces m ayor que la  o b te n id a  p a ra  E ^ p  .

En a n im a le s  en lo s  que se ha in d u c id o  la  s u p e ro v u la c iô n ,  lo s  n iv e ­

le s  de TEgd son un in d ic a d o r  m e jo r  de la  re s p u e s ta  a la  e s t im u la c iô n  de la -  

fo l ic u lo g é n e s is  que lo s  de E^P que h a s ta  e l  momento han s id o  lo s  u t i l i z a -  

dos mâs comunmente.
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SUMMARY

A te c h n iq u e  has been d e ve lo p e d  w i th  whom F ree  and c o n ju g a te d  o e s - 

t r o n e ,  o e s t r a d io l - 1 7 p  and o e s tra d io l-1 7 c y  can be measured in  th e  same plasm a 

sa m p le , i n  o r d e r  t o  know w h e th e r any o f  th e s e  o e s tro g e n s  was a b e t t e r  r e f l e c  

t i o n  o f  f o l l i c u l a r  a c t i v i t y  th a n  i t  i s  f r e e  o e s t r a d io l - 1 7 p  .

F o r th e  s e p a ra te  assa y  o f  th e  th r e e  o e s tro g e n s  th e  fo l lo w in g  te c h ­

n iq u e s  were com b ined : a f t e r  e n z y m a tic  h y d r o ly s is  was s p e c i f i c a l l y  o x i d i ­

zed t o  E^ , n e x t a p p ly in g  ch ro m a to g ra p h y  on a m ic ro -c o lu m n  o f  Sephadex LH 

2 0 , th u s  c o n fe r in g  g r e a t  s p e c i f i c i t y  t o  th e  m e thod , t h e r e a f t e r ,  th e  3 o e s t ro  

gens w ere  q u a n t i f ie d  by ra d io in m u n o a s s a y :

By means o f  n o n - s p e c i f ic  a n t ib o d ie s ,  show ing  c ro s s  r e a c t io n  w i th  

d i f f é r e n t s  s t e r o id s ,  s e v e ra l o e s tro g e n s  w ere  s im u lta n e o u s ly  d e te rm in e d . U t i ­

l i z i n g  "E s tro n e -1 7 -h y d ra z o n e -N S A " as a n t ig e n ,  an a n t is e ru m , w i th  s t ro n g  c ro s s  

r e a c t io n  w i th  o e s t r a d io l - 1 7 p  and 17fi was o b ta in e d  i n  r a b b i t s .

By u s in g  t h i s  ra d io im m unoa ssay  m e thod , TE^ , T E ^p  , and TE^o le v e ls  

w ere  measured i n  p e r ip h e r a l  p lasm a d u r in g  s e x u a l c y c le  o f  cow s, and h e i f e r s  

t r e a te d  to  in d u c e  s u p e ro v u la t io n  w i th  PMSG/PGF^oi (a n a lo g u e ) .

C o n ju g a te d  o e s tro g e n s  i n  p e r ip h e r a l  p lasm a d u r in g  th e  b o v in e  o e s tru s  

c y c le  w ere h ig h e r  th a n  th e  c o r re s p o n d in g  non c o n ju g a te d  o e s tro g e n s , TE ^  sho­

w in g  th e  h ig h e s t  l e v e l .

A p r e o v u la to r y  in c re a s e  was e v id e n t  o n ly  f o r  TE^p b u t  n e i t h e r  i t s  

d u r a t io n  n o r i t s  r e la t i v e  in c re a s e  were s i g n i f i c a n t l y  la r g e r  th a n  t h a t  o f  E ^p  .

In  h e i f e r s  t r a t e d  to  in d u c e  s u p e ro v u la t io n ,  th e  e v o lu t io n  o f  d i f f é ­

r e n ts  o e s tro g e n s  was syn ch ro n o u s  a f t e r  PMSG, w i th  p r e o v u la to r y  in c re a s e  n e a r 

LH p e a k .

The h ig h e s t  c o n c e n t r a t io n s  w ere measured f o r  T E ^  w i th  much h ig h e r  

le v e ls  th a n  th o s e  f o r  E^P , b e in g  th e  p r e o v u la to r y  maximum s i g n i f i c a n t l y  co ­

r r e la t e d  w i th  th e  number o f  o v u la t io n ,  th e  s lo p e  o f  th e  c o r re s p o n d in g  r e g r e -
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s io n  l i n e  was tw ic e  h ig h e r  f o r  TE^ol th a n  f o r  E ^p  .

So i t  a p p e a rs  th a t  in  a n im a ls  t r e a te d  to  in d u c e  s u p e ro v u la t io n  th e  

a ssa y  o f  TE^d g iv e s  b e t t e r  in d ic a t io n s  on th e  s t im u la t io n  o f  f o l l i c u lo g e n e s is  

th a n  E^p> w h ich  i s  u s u a ly  m easured.
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RESUME

Au c o u rs  de ce t r a v a i l ,  nous avons r é u s s i la  m ise  au p o in t  d 'u n e  

te c h n iq u e  q u i pe rm e t l e  dosage dans un même é c h a n t i l lo n  de p lasm a de l ' o e s -  

t r o n e ,  o e s t r a d io l- IV / ^  , o e s tra d io l-1 7 o C  l i b r e s  e t  c o n ju g u é s , p o u r s a v o ir  s i  

l ' u n  ou p lu s ie u r s  d 'e n t r e  eux ne s e r a ie n t  pas un in d ic a te u r  de l ' a c t i v i t é  

f o l l i c u l a i r e  p lu s  a c c e s s ib le  que l 'E ^ ^ n o n  c o n ju g u é .

P our p o u v o ir  d o s e r séparém ent ces t r o i s  o e s tro g è n e s , nous avons 

é t a b l i  l a  c o m b in a is o n  des d i f f é r e n t e s  é ta p e s  a v a n t de p ro c é d e r au dosage ra  -  

d io im m u n o lo g iq u e : h y d r o l is e  des o e s tro g è n e s  c o n ju g u é s , o x y d a t io n  en zym a tiq u e  

du E^P ® G t c h ro m a to g ra p h ie  s u r  m ic ro c o lo n n e s  de SEPHADEX LH 20 avec l a ­

q u e l le  nous avons o b te n u  une g ra n d e  s p é c i f i c i t é  de la  m éthode.

L 'u t i l i s a t i o n  des a n t ic o r p s  non s p é c if iq u e s  p e rm e t le  dosage s im u l­

ta n é  de p lu s ie u rs o e s t ro g è n e s , é ta n t  donné q u ' i l s  p r é s e n te n t  une r é a c t io n  -  

c ro is é e  c o n tre  d i f f é r e n t s  s té r o id e s .

On a pu o b te n i r  un de ces a n t ic o r p s  p a r  im m u n is a tio n  chez l e  l a ­

p in  avec l 'a n t ig è n e  o e s tro n e  -  17 hyd ra zo n e  -  BSA; c e t  a n t ic o r p s  p ré s e n te  

une f o r t e  r é a c t io n  c ro is é e  avec 1 ' o e s t r a d io l - 17/5 e t  17a .

La m éthode ra d io im m u n o lo g iq u e  que nous p ro p o s o n s , pe rm e t donc la  

mesure des n iv e a u x  de TE^, TE^P e t  T E ^  dans l e  sang p é r ip h é r iq u e  de l a  va ­

che au c o u rs  du c y c le  o e s t r a l ,  e t  des g e n is s e s  q u i a v a ie n t  re ç u  un t r a i te m e n t  

de s u p e ro v u la t io n  avec PMSG/PGF^'^ (a n a lo g u e ) .

Au c o u rs  du c y c le ,  le s  c o n c e n t r a t io n s  des o e s tro g è n e s  co n ju g u é s

dans le  p lasm a p é r ip h é r iq u e  s o n t s u p é r ie u re s  a c e l le s  des o e s tro g è n e s  l i b r e s ,  

le s  p lu s  é le v é e s  s o n t m esurées p o u r TE^cjL .

On o b s e rv e  un a c c ro is s e m e n t p r é o v u la to i r e  b ie n  d é f i n i  se u le m e n t

po u r TE^p , m a is la  d u ré e  e t  l 'a u g m e n ta t io n  r e la t i v e  ne s o n t pas s i g n i f i c a ­

t iv e m e n t d i f f é r e n t e s  lo r s q u 'e l l e s  s o n t com parées à c e l le s  o b te n u e s  p o u r

2̂(" •
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Chez le s  an im aux q u i o n t  re ç u  un t r a i te m e n t  de s u p e ro v u la t io n ,  

l ’ é v o lu t io n  de la  c o n c e n t r a t io n  des d i f f é r e n t s  o e s tro g è n e s  e s t  syn ch ro n e  

a p rè s  PMSG, e t  l 'a u g m e n ta t io n  p r é o v u la to i r e  e s t  p ro c h a in e  au p ic  de LH.

Les p lu s  f o r t e s  c o n c e n t r a t io n s  s o n t m esurées p o u r TE^csl- Les r é ­

s u l t a t s  de l 'é t u d e  des c o r r e la t io n s  e n t re  l e  nombre d 'o v u la t io n s  e t  le s  con­

c e n t r a t io n s  m ax im a les p r é o v u la to i r e s  de TE^ol s o n t t o u jo u r s  s i g n i f i c a t i f s ,  

e t  l a  p e n te  de la  d r o i t e  de re g re s s io n  e s t  p lu s  im p o r ta n te ,  p rè s  de deux f o i s .

c e l l e  de E^P .

Chez le s  an im aux d o n t l a  c ro is s a n c e  f o l l i c u l a i r e  a é té  s t im u lé e ,  

le s  n iv e a u x  de TE^d s o n t un m e i l le u r  r e f l e t  de l a  ré p o n se  à l a  s t im u la t io n  -  

que ceux de E ^p  , t e l l e s  q u ' i l s  s o n t u t i l i s é s  t r a d i t io n n e le m e n t .
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