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ABREVIATURAS UTILIZADAS

E : Estrona
ESp ¢ 173 - estradiol
E.ol ¢ 17X - estradiol
E ¢ Estriol
E,S : Sulfato de estrona
. TE1 : Estrona total: libre + conjugada después de hidrdlisis
TEZP: 17[3- estradiol total: tibre + conjugado después de hidrélisis
TEéi: 17 - estradiol total: Libre + conjugado después de hidrélisis

BSA

Albdmina sérica bovina

HSA : Albdmina sérica humana

DPN : Difosfopiridin nucledtido

HSD : Dehidrogenasa hidroxi esteroide

PMSQ: Gonadotropina sérica de yegua gestante
HCG : Gonadotropina coridénica humana

FSH : Hormona foliculo estimulante

LH : Hormona luteinizante

" PG : Prostaglandina

§6 : ¥ -globulina

cpm : cuentas por minuto

dpm : desintegraciones por minuto
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1. INTRODUCCION
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INTRODUCCION: -

Las variaciones de la concentracion de estrégenos en la -
sangre venosa ovdrica, periférica y en la orina, han sido relaciona-
das desde hace tiempo con la actividad folicular del ovario. En la
especie bovina, el estudio'de la evolucidn de las concentraciones de
17ﬂ - estradiol en la sangre periférica han permitido demostrar gue
este pardmetro podia ser un excelente reflejo cualitativo y cuanti-
tativo del crecimiento folicular, tanto en el ciclo sexual, como des
pués de un tratamiento de estimulacidn, en el animal impdber 6 en el
adulto. Sin embargo este estudio presenta dos dificultades que limi

tan su utilizacidn:

1. Las concentraciones de 17ﬁ - estradiol son muy débiles, normalmeg
te inferiores a 30 pg/ml, y se hace necesario el uso de técnicas de

gran sensibilidad.

2. Existen variaciones rédpidas de los niveles hormonales, lo que obli

ga a tomas frecuentes de sangre, generalmente cada 2. horas.

Para resolver el problema de las concentraciones débiles se
podria considerar el uso de la vena ovdrica para las tomas de sangre,
pero por el momento es dificil mantener un catéter durante mds de al
gunas horas. Las determinaciones también se podrian realizar en la
orina, lo que resolveria al mismo tiempo el problema de las variacio-
nes rdpidas, pero la toma de muestras de orina es dificil y desde el
punto de vista fisiolbgico, no es satisfactorio por las siguientes -

razones:

1. Existe un tiempo de latencia importante (varias horas) entre los

acontecimientos a nivel plasmdtico y a nivel urinario.

2. Los estrdgenos no son excretados en su totalidad por la orina, y
la relacidn entre la excrecidn orino-fecal no es constante entre ani-
males e incluso para un mismo animal; €sto limita las posibilidades

del estudio cuantitativo y las comparaciones entre animales.
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Por tanto las tomas de sangre periférica parecen las mds inte-
resantes tanto por razones técnicas como por razones de tipo fisiold-

gico.

En la sangre periférica de la mujer las concentraciones de sul-
fato de estrona son respectivamente 2 y 6 veces superiores a las de
17P -estradiol y estrona no conjugados y sus variaciones relativas en
el curso del ciclo son mds importantes: E1 sulfato de estrona tiene
un pico 11 veces superior al nivel de base mientras que para el 17> -

estradiol libre, esta relacién es de 6 veces.

Se sabe ademds que la vida media de los esteroides sulfatados
es mucho mds larga que la de los esteroides no conjugados (5 a 9 ho-

ras, frente a menos de 20 minutos respectivamente).

La medida de estrégenos conjugados podria ser por tanto la so-
lucidn, no sdlo de los problemas cuantitativos sino también de las va-

riaciones répidas.

Resultados preliminares en la vaca con un anticuerpo no espe-
cifico, dirigido frente a estrona principalmente, han demostrado la
presencia de cantidades importantes de estrdgenos conjugados, pero no
de variaciones concretas. Puede ser gue el estrdgeno determinado hayq
sido mal elegido, o bien que las vias de metabolismo no sean obligato-

riamente las mismas en la vaca que en la mujer.

Por ello nosotros hemos realizado un estudio de las variaciones
en la sangre periférica de la vaca de las concentraciones de estrona,
17/5— estradiol y 17oct-estradiol totales (libres y conjugados previa
hidrélisis). Estas determinaciones se han realizado en diferentes si-
tuaciones (ciclo sexual normal y superovulacién) para saber si uno 6
més de entre estos esteroides pudiera ser un mejor indicador del cre-
cimiento folicular que el 17F -estradiol libre, y de esta manera encon
trar una alternativa a las dificultades técnicas del andlisis de esta

hormona.
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No existia ninguna técnica para realizar la determinacién de
estas tres hormonas en una misma muestra de plasma, 1o que nos obligd
en primer lugar, a la puesta a punto de una técnica radicinmunoldégica
que nos permitiera un método de andlisis adecuado. Dentro de esta .
puesta a punto, incluimos la preparacién de antisueros antiestrdége-
nos, teniendo en cuenta que la validez y eficacia del radioinmunoané-
lisis estd en funcién directa de la calidad de los anticuerpos utili-

zados.

La parte experimental de esta tesis, salvo la preparacién de
anticuerpos, ha sido realizada en la unidad de hormonas esteroides
de la "Station Physiclogie de la Reproduction” del I.N.R.A. (Insti-
tute National de la Recherche Agronomique. Nouzilly. Francia), gra-
cias a una beca del "Ministere des Affaires Etrangéres"en el periodo

comprendido desde Octubre 1975 a Abril 1977.

La preparacidén de anticuerpos ha sido realizada en el Departa

mento de Reproduccién Animal del INIA. CRIDA 06.



“y

2. REVISION BIBLIOGRAFICA



2.1. BREVE DESCRIPCION DE LOS ESTROGENQS

2.1.1. Definicién y papel fisiolégico

Desde un punto de vista biolégico JONES (1954) define los estrége-
nos como aquellas sustancias que independientemente de su composicidn qui
mica y de su origen son capaces de inducir sintomas de celo, en particu-
lar la cornificacidén del epitelio vaginal de la rata y la ratona castradas.
El estradiol y la estrona son los principales estrdgenos naturales segre-
gados por el ovario, siendo también segregados por las células intersti-

ciales del testiculo y la corteza adrenal.

En la vida prenatal actuan sobre el hipotélamo en el sentido de se
xualizacidn femenina. HELLER y JONES (1984), demuestran que los estrége-

nos son necesarios para un buen desarrollo del ovarig fetal.

En la vida post-natal, aseguran el desarrollo y mantenimiento de -
los caracteres sexuales primarios y secundarios, regulando el comportamien

to sexual de la hembra.

En el organismo adulto actual principalmente a nivel del &rea geni-
tal y mamaria, siendo su accidén tipica sobre la mucosa vaginal donde pro-

vocan queratinizacidn de las capas superficiales.

El mayor poder estrogénico corresponde al estradiol, siendo menos

activos la estrona y el estriol.

Los estrégenos comoc la mayoria de las hormonas, regulan su actuacidn
endocrina, segin un efecto "feed-back", efecto rebote o de retroaccién, -
es decir accidn de vuelta de un efecto dado sobre la causa que lo produce.
Este es un sistema de coordinacidn, segin el cual un mecanismo de estimu-

lacién, estd controlado por el organo gue €1 estimula.



-

2.1.2. Estructura quimica y nomenclatura

Los estrigenos naturales corresponden al grupo de hormonas sexuales
esteroides, cuya estructura quimica deriva del nicleo esterano o ciclopentano

perhidrc fenantreno.

Poseen 18 4tomos de carbono y dos o mds &tomos de oxigeno por molé
cula, llevande en el nucleo A, aromdtico, un grupo hidroxil en el carbono 3,

que los diferencia de los otros esteroides sexuales.

CICLOPENTANOPERHIDPOFENANTRENO

OH OH oH

ESTRONA ESTRADIOL ESTRIOL

Segiin ls nomenclatura establecida por la "International Union of
Pure and Applied Chemistry" estas hormonas y sus abreviaturas se designan

como sigue:
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17 - estradiol = E [ : [a1, 3, 5, (10) estratrieno-3, 178 - diol]
170! - estradiol = E,« : [a1, 3, 5, (10) estratieno-3, 17 - diol]
Estrona = E, :. [ 3-hidroxi- A1, 3, 5, {10) estratrieno-17 ona]

Estriol =€, : [a1, 3,5, (10) estratrieno-3, 16o¢, 17B-triol]

2.1.3. Estrégenos en el ganado bovino.
a) Biosintesis.

La biosintesis de los esteroides ovdricos sigue la misma linea ge-
neral que la sintesis de esteroides por otras gldndulas. BOLTE et al.,
(1974), mostraban como el colesterol era el precursor de la progesterona
plasmitica, siendo éste, el sustrato de la sintesis del primer esteroide,

la pregnenalona.

Segin RYAN y SMITH, (1965) la via utilizada en el foliculo para la
sintesis de estrdgenos seria la A5, es decir Pregnenolona— 17 - hidroxipreg

nenolona~ Dehidroepiandrosterona— Androstenodiona - Estrona - Estradiol.
b) Secrecidn.

Los estrdgenos pueden ser sintetizedos en el ovario, la placenta y
en las gldndulas adrenales. A nivel ovérico FALCK (1959) describia en la
rata, que las células de la teca interna del foliculo maduro eran mas efi-
cientes que las de la granulosa en la produccidn de estrégenos. Para PEREZ
Y PEREZ (1969) los estrégenos se elaboran en la teca internma y sdlo en ca-
sos excepcicnales en los foliculos atrésicos. Los trabajos de YOUNGLAI y
SHORT (1970) en la yegua también demostraban gue el estradicl presente en

el liguido folicular era el producto de la sintesis de la teca interna.

Sin embargo en la vaca, recientemente se ha demostrado que son las
células de la granulosa las méds activas en la sintesis de 173 -estradiol

(LACROIX et al., 1974).
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€l 17 -estradiol es el esteroide de mayor concentracién presente
en el liquido folicular de la vaca, tanto en foliculos normales como quis
ticos (SHORT, 1962). La estrona aparece en el liquido folicular en una

débil concentracién, sin estar presente el estradiol -17« .

La estrona ha sido identificada en las gldndulas adrenales de los
bovinos (BEALL, 1939). Tambien la 11ﬂ —-hidroxiestrona y 16d -hidroxiestro
na aparecen en las incubaciones de células adrenales de la vaca (KNU#PEN

Ty BHEUEH, 1962). Segin estos autores, este Gltimo compuesto podria estar
formado por.la hidroxilacién directa de la estronma en la posicidén 16 . Al
contrario que en el ganado vacuno, en la mujer BAIRD et al., (1969), en-

cuentran estrona y estradiol en el plasma venoso adrenal.

GORSKI y ERB (1959), identificaron diferentes estrdgenos, en extrac
tos placentarios de vaca. Con una técnica de fluorimetria VEENHUIZEN et
al., (1960) demuestran la aparicidén de estrona, 17P -estradiol y 17d - es
tradiol en los cotiledones fetales, siendo el Eéu, el de mayor concentra-

cién en las placentas post-parto, mientras que el Ezﬁ era mayor en las -

pre-parto.

El momento de la aparicién de cantidades considerables de estrége-
nos, en los cotiledones, no ha podido ser demostrado, pero parece que es-

taria localizado alrededor del cuarto mes de gestacién (MELLIN y ERB, 1965).

c) Metabolismo.

El hecho de que algunos estrégenos como el estradiol puedan ser pro
ducidos por gléndulas, pero también por tejidos periféricos a partir de -
precursores de esteroides, hormonalmente inactivos, hace definir el nivel

de produccién de estas hormonas, como el conjuntoc de ambas (BAIRD, 1968).

El nivel de transporte de las hormonas esteroides desde el plasma a
las células estd influenciada por la presencia de proteinas especificas -

capaces de ligarlas con una gran afinidad.
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La testosterona y el estradiol, aparecen ligados en el plasma bovi
no a la CBG (Globulina captadora de corticosteroides o trascortina)y por una
proteina especifica TBP (Proteina ligadora de testosterona o estradiol) de ca

pacidad limitada y de gran afinidad (MARTIN et al., 1976).

Los receptores celulares a los estrégenos son proteinas siendo la
concentracién de éstas en un‘tejido, la que determina su capacidad de respues
ta. La afinidad de ligamiento de un esteroide con su receptor es directamen-
te proporcional a la actividad biol6gica. E1 estradiol y la estrona actuan
directamente sobre la célula sin metabolismo previo, reteniendose en el ndg-

cleo (JENSEN y JACOBSEN, 1962).

Los estrégenos una vez en el torrente circulatorio pueden actuar
sobre su efector, o sufrir diversas transformaciones. VELLE (1958), demos-
traba la aparicién en la orina de E1, Ezﬁ Y Ezd después de la administra-
cidén de Ezﬁ . Los estudios "in vitro" han demostrado que la sangre completa
desfibrinada o los eritrocitos lavadas de vacuno transforman reversiblementeel
E, a EX e irreversiblemente el £ BaEy (AXELROD y WERTHESSEN, 1960), (LUNAAS
y VELLE, 1960).

Estos fendmenos de interconversidn han sido demostrados también en
otros tejidos, como cultivos celulares de rifion (VELLE y ERICHSEN, 1960), hi-

gado y testiculos y en el Gtero de la rata (PACK y BROOCKS, 1970).

Los estrdégenos pueden estar en el organismo, constituyendo una re-
serva, mediante conjugacién principalmente a grupos sulfurec o glucorono. La
glucoronoconjugacién parece mds efectiva durante el ciclo estral (MELLIN y
ERB, 1966). Durante la gestacidn HOFFMAN et al.[1976), encuentran una rela-

cién de 1 a 10 entre formas libres y conjugadas.

La sulfo y glucorono-conjugacidén tienen lugar principalmente en el

higado (BROOKS y HORN, 1971), principalmente la sulfatacién en la posicidn 173
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En el organismo humano se ha demostrado que el sulfato de estrona
es el mayor estrégeno circulante en el plasma durante el ciclo menstrual
(BROWN y SMITH, 1971 , HAWKIN y OAKEY, 1974 , RUDER et al., 1972) sien-

do ésta el resultado de la sulfatacién de E1 y E Este sulfato de estro

5
na parece biolégicamente inactivo con un bajo MCR (Metabilism Clearance
Rate) debido a su ligamiento répido con la albdmina (RUDER et al., 1972),

(LonGeoPE, 1972).

d) Excrecién.

Las dos vias mds importantes de excrecidén de estrdgenos en el vacu

no son las heces y la orina.

La mayor parte de la excrecidn se realiza a través de las heces -
(LEVIN, 1945), (HAFEZ y ATTAR, 1956), en una proporcién de 3 a 4 del to-

tal de estrégenos excretados (PERKLEV, 1964).

14
La aparicién de E1 - 16 €, en la orina después de una inyeccién -
intravencsa en la vaca, se establece en un pico urinarioc a las 3 a 5 ho-
ras después de la inyeccidn, mientras gque el pico fecal aparece entre las

8 y 10 horas (HINT et al., 1961).

MELLIN y ERB, (1966) encontraban el pico de excrecidn urinario a -

14
las 8 & 10 horas, después de la administracidn de E —17ﬁ - 4- C, apare-

2
ciendo el Ezﬁ en la orina a partir de los 30 minutos de la inyeccidn.

En la orina aparecen E1, Ezpy Ezd , tanto durante el ciclo sexual
como en la gestacidn, correspondiendo los niveles mis elevados al Ezd .
El Eéd ha demostrado ser el mayor estrdégeno urinario en el vacuno (NELSON

y SMITH, 1963), (KUDLAC, 1970) (KLYNE y WRIGHT, 1959).

2.2. METODOS CLASICOS DE DETERMINACION DE ESTROGENOS.

2.2.1. Métodos bioldgicos.
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Estos métodos estdn basados en los efectos producidos por una hormo
na sobre un animal reactivo,ya sea sobre el animal entero o sobre un érgano re

ceptor aislado.

Son numerosos los test bioldgicos para la puesta en evidencia de la
actividad estrogénica, pero el primero y mids clasico es el test de Allen y

Doisy basado en la queratinizacidn del epitelio vaginal de la ratona castrada.

Otros test bioldgicos han sido descritos, pero tienen el inconve-
niente de ser largos, costosos y de baja sensibilidad, normalmente del orden

de 1 ug.

Un notable incremento de la sensibilidad se ha ontenido. basdndose en
la reduccidn del trifenil tetrazolium por el epitelio vaginal de la ratona,

24 horas después de la administracién de estrdgenos (MARTIN, 1960).-

2.2.2. Métodos fluorimétricos.,

Estos métodos estdén basados en la reaccidn de color amarillo na-
ranja cﬁnhkiuorescenCia verdosa, que dan los estrdgenos cuanda se hacen reac-
cionar con dcidos concentrados en caliente. Esta técnica cuantitativa ha sido
aplicada ampliamente en la determinacidén de estrégenos naturales (BATES y co_
HEN, 1947). JAILER (1547), obtiene un sistema bastante especifico, de forma
que otras sustancias no estrégenicas no interfieran en el blanco de la técni-

ca, haciendo .reaccionar el d&cido fosfdrico con los estrégenos a determinar.

Debido a que ésta técnica conduce regularmente a la sobre-estima-
cidén de la concentracidn de esteroides, principalmente por sustancias pa-
résitas, BROWN en 1955, mejora considerablemente la sensibilidad haciendo una
hidrolisis dcida previa en la orina, seguida de una extraccidn con éter etili
co y cromatografia en columna sobre aldmina, para separacidn de los distintos
esteroides. Con éste método se obtiene una sensibilidad de 1 ng (BROWN et

al, 1968) realizando las determinaciones en crina de mujer.
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2.2.3. Métodos colorimétricos.

Estdn basados en la reaccién de KOBER (1931). La solucién fluo-
rescente diluida en agua, cuando es calentada presenta un color rojo vi-

vo, y ‘la fluorescencia se atenda.

Desde esta primera puesta a punto han sido numerosas las modifica-
ciones utilizadas para aumentar la intensidad del color y por tanto la -
sensibilidad. Entre ellas la mds importante es la reaccién de ITTRICH,
(1958). Este autor demuestra que el pigmento rojo formado por los estré-
genos en la reaccidn de Kober puede ser extraido con una solucién 31‘2%
de nitrofenol en cloroformo y que este complejo puede ser medido en un

espectrofotdmetro.

A pesar de ésto la técnica colorimétrica sigue siendo de baja sen-
sibilidad, 4 pg, y otros intentos como. el uso de dcido hidroclérico (DAKEY
et al., 1967), no han podido mejorarla, dando una sobre-estimacidn de la
tasa real de estrégenos, tanto en sangre como en orina, como sucedia con

el método de fluorescencia.

2.2.4. Cromatografia de gases.

La cromatografia en fase gaseosa con detector de captura de electrdn,

logré un considerable incremento de la sensibilidad y especificidad en la

determinaci6n de estriégenos en liquidas biolégicos.

WOTIZ et al., (1967) describieron un método que incluia purificacidn

previa con hidrdlisis y extraccidn, consiguiendo una sensibilided de 2 ng.

Esta misma técnica utiliza SAUNDERS (1976) para determinacidén de -

estrégenos en la orina de oveja.

En los primeros trabajos de ATTAL (1967), se describe un método de
determinacidén de esteroides en plasma sanguineo. Después de la purifica-
cidn, los estrdgenos son transformados en derivados halogenados para ob-

tener compuestos de electro-afinidad elevada.
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Para los estrdgenos la intensidad de captura de los electrones es-
té& en funcién del haldgeno y del ndmero de dtomos de este haldgenc. Com un mé-
todo de preparacién de derivados, 3-pentafluorobenzoato obtiene una sensibi-

lidad para la estrona de 0,3 ng.
2.2.5. Método CPB (Union competitiva con proteina)

Muchas sustancias en la sangre se encuentran ligadas a proteinas
plasmidticas, y en algunos casos, esta unidn es de una gran especificidad y de
un alto grado de afinidad, como sucede con las hormonas esteroides (MURPHY,

1964).

Este hecho did lugar a la puesta a punto de una técnica denomina-
da "Unién Competitiva con una Proteina” (Competitive Protein Binding o CPB).
ASi una sustancia marcada con un isdtopo (5‘), es afadida a un plasma que con-
tiene esa misma sustancia no marcada (S), y una cantidad limitada de su pro-
teina especifica conjugadora (P), se establecerd un equilibrio dindmico entre
(s)y y (P), v {(s™) se distribuiré dependiendo de la cantidad de {S) existente

en el medio (MURPHY, 1964).

Este tipo de andlisis ha sido denominado de manera muy diferentes,
siendo las mds comunes las de Mndlisis de Saturacidr', 'Wndlisis de Equilibrio,
Radioandlisid,"Andlisis por Unién Competitiva con una Proteind'y el de"Andli-

sis de Saturacién” {ZETTNER, 1973).

Principalmente son la GBG (Corticoesteroid Binging Glogulin o Trans
cortina) que liga especificamente los esteroides C21 y la 58P (Steroid Binding
y C

Protein) que liga esteroides C las proteinas mds comunmente utilizadas

18 19’
en este tipo de andlisis (MARTIN et al., 1976).

Este método fué definido por MURPHY (1970) como aquella forma de
andlisis de saturacion en el cual la molécula reaccionante es una proteina de
gran afinidad y especificidad para otras moléculas con las cuales actia como

agente conjugador.
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Los primeros andlisis fueron determinados en aquellos esteroides
cuya proteina conjugadora especifica se encuentra en la sangre, como es el -
caso de la determinacién de corticoides con la CBG o tramscortina (MURPHY,

1967).

KORENMAN (1968) demostraba que el estradiocl se unia con gran afini
dad y especificidad a macromoléculas solubles obtenidas del dGtero de coneja en
el sexto dfa de gestacién. Basdndose en este método realiza las primeras de-
terminaciones de estradiol en el plasma de mujer, por la gran especificidad
de la unidén de éste estrdgeno a la proteina del citosol uterino de la coneja.
(KORENMAN et al., 1969). Este método fué utilizado por CORKER et al., (1970)y
una variacién del mismo fué la utilizacién de la fraccién molecular soluble
del atero de oveja ovariectomizada o citosol uterino de la oveja (SHUTT,1969)

{SHUTT y COX,1973).

Este método es de una gran especificidad, alcanzando una sensibili

dad de 10 pg y un valor blanco préximo al D (KORENMAN et al., 1969).

2.3. RADIOINMUNOANALISIS DE HOBMONAS ESTEROIDES.

2.3.1. Principios de radicinmunoclogfa (RIA)

La técnica de radioinmunoandlisis o andlisis radioinmunologico esta
basada en la observacién original de BERSON y YALLOW (1959) en la cual, hormo
nas antigénicas marcadas (insulina) pueden ser detectadas por su capacidad de
unirse a bajas concentraciones de un anticuerpo especifico. Otras hormonas,
no marcadas en concentracidén desconocida, pueden ser medidas, feniendo en cuen
ta, la competicién fisico-quimica que se produce en el medio, entre la hormona

marcada y la hormona a determinar,

Por tanto el principio delradioinmunoandlisis se basa en la compe-
*
ticién entre un antigeno (Ag) y el mismo antigeno marcado con un isétopo {Ag ),
frente a su anticuerpo especifico. Cuando una cantidad variable de antigeno

no marcado se encuentra en el medio se producen los equilibrios siguientes:
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Ag + Ac =——> Ag-Ac

+
tad

Ag

I

*
Ag - Ac

Siendo constantes las cantidades de Ag* y Ac, todo incremento del
antigeno Ag supone una reduccién de Agx fijado a Ac, y un aumento de la can-
tidad de Ag” libre (FRANCHIMONT, 1970). Dicho de otra forma la proporcién
de Ag”ligado a Ac (Fraccién B, bound o ligada) y la de Ag“ libre (fraccion F,
Free o libre) estén eﬁ funcidn directa de la cantidad de Ag presente en el me

dio.

Este fendémeno de competicién de los antigenos con las zonas de aco-

plamiento del anticuerpo sigue la ley de accién de masas (SKELLEY et al, 1973).

La primera condicién para realizar un andlisis radioinmunolﬁgico es

dispaner de una hormona con capacidad antigénica (FRANCHIMONT, 1970).

Las primeras sustancias analizadas con ésta técnica fueron aquellas
gue son antigénicas "per se" como las hormonas polipeptidicas, mientras gue
el andlisis de las hormonas esteroides con peso molecular menor de 1000, pre-
senta ciertas particularidades. Estas hormonas para ser antigénicas, necesi-
tan ser acopladas a una proteina comportandose entonces como un “"haptenc" (LIE

BERMAN et al., 1959).

ERLANGER et al., (1958) y ERLANGER et al., (1967), obtienen anticuer
pos en el conejo mediante un antigeno obtenido conjugando los esteroides a la
BSA (sero albiminma de bovino), uniendo la proteira en el carbono 3 (Ca) del
anillo A del nlicleo esterano, media?te enlace covalente en los grupos amida

de las residuos de lisina.

FERIN et al., (1968) utilizando como antigeno el 178-estradiol hemi
succinato-BSA, obtiene anticuerpos capaces de inhibir los efectos bioldgicos

de la administracién de estradiocl a animales de experimentacidn.
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Utilizando este anticuerpo ABRAHAM (1969), publica el primer ar-
ticulo en el que se describe un radioinmunoandlisis de 17ﬁ - estradiol en el

plasma de mujer.

2.3.2. Obtencién de anticuerpos antiestrdgenos.

El desarrollo de un radioinmunoandlisis especifico para una sus-
tancia depende de la obtencidn de un anticuerpe con titulo, afinidad y especi

ficidad adecuadas  (ODELL et..al, 1971).

Una vez conseguido el complejo antigénico esteroide-proteina se
pueden obtener anticuerpos mediante inmunizacidn activa en animales de experi
mentacidén, logréndose un radioinmunoandlisis "hapténico" para la cuantifica-
cién sensible y especifica de sustancias de bajo peso molecular (MIDGLEY et

al., 1969 a).

La preparacién de estos complejos se logra, uniendo los grupos li
bres carboxilos del esteroide, con los carboxilos de los grupos € -amino de
los residuos de lisina de la sero albimina humana o de vacuno mediante el uso

de la carbodiimida en condensacién (ODELL et al., 1972),(ABRAHAM 1973).

A partir del primer antisuero antiesteroide obtenido por FE-
RIN et al. 1968), utilizando como antigeno un derivado succinil-BSA, aparecen
gran cantidad de antisuveros, todos ellos, derivados succinil o hemisuccinil,

conjugados a la proteina transportadora (BSA) en posicidn C3 6C Todos es

17"
tos antigenos en los cuales el esteroide se une a la proteina a través de los

anilles A 6 D dan anticuerpos con una fuerte reaccién cruzada (JEFFCOATE y

SEARLE , 1972) y no llegan a ser especificos para una determinada hormona (DOERR,

1973).

NISWENDER y MIDSBLEY {1970), sugieren gue la inmunizacién con estrd
genos ligados a la proteina transportadora en posiciones mds remotas de sus
grupos caracteristicos, podian dar anticuerpos mds especificos. Posteriormen-

te quedd demostrado que la especifidad del antisuerco depende directamente del
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lugar del enlace del esteroide con la protefna {LINDNER et al., 1972 b), cuando
el enlace se realiza en los residuos de lisina via 6-carboximetiloxima-BSA
los anticuerpos obtenidos son de una gran especificad (DRAY et al., 1971)

(DEAN et al., 1971, KUSS y GDEBEL 1972).

Una gran variedad de procedimientos de inmunizacién son emplea
dos para la produccidn de anticuerpos antiestrégenos, pero el proceso gene-
ral consiste en inyectar a los animales el antigeno puro diluido en suero fi
siolégico en emulsidn con un adyuvante,generalmente completo de Freund, el
cual estd compuesto de una mezcla de aceites minerales, que retrasan la absor
cidn del antigeno, y bacilos tuberculosos muertos que incrementan la reaccidn

inmunoldgica (SKELLEY et al., 1973).

El animal de experimentacidén mds comunmente utilizado es el cone
jo por su facilidad de manejo, seguido de la oveja, cobaya y cabra (NIESCHLAG

et al., 1975).

La via de inyeccidn varia desde la subcutdénea, intradérmica, in-
tramuscular e intraperitoneal, hasta la intravenosa. La intradérmica es
de gran utilidad por la fuerte reaccién inmunoldgica que produce, necesitando

una minima cantidad de antigeno (VAITUKAITIS et al., 1971).

El procedimiento de inmunizacién presenta en lineas generales po-
cas diferencias entre los autores que han descrito distintos métodos. Esencial
mente se diferencian en el tipo de antigeno y pureza del mismo, cantidad de
antigeno por inyeccidén, duracidén de la inmunizacidn, tipo de inyeccién, ani-
mal de experimentacién, etc., En cualquier casc la calidad del antisuero ob-
tenido depende directamente del antigeno utilizado y por esto damos a continua
cidn una relacidn de los trabajos mas importantes que describen la obtencidn

de anticuerpos anti-estrégenos, asi como el tipo de antigeno utilizado.

Los primeros anticuerpos antiestrdgenos fueron obtenidos con anti-
genos simples, como el E2—17ﬂ ~succinil-BSA (FERIN et al., 1968, ABRAHAM 1969,
MIKHAIL et al., 1970), que daban como resultado anticuerpos de baja especifi-

cidad. Este mismo antigeno fué utilizado también en experiencias posterioc-
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res (AOKI y ARESCHISHIN 1971, EDQUIST y JOHANSSON 1972) principalmente con -
derivados en los cuales la proteina estd unida a la molécula de esteroide en

la posicién 17 (HOFFMAN 1972, POWELL y STEVENS 1973, WRIGHT et al., 1973).

Los derivados del hemisuccinato han sido también utilizados como
antigenos, con unién de la prateina en distintas posiciones (wu y LUNDI 1971,
ROBERTSON et al., 1972), principalmente en la posicién 3 del E2— 173 -3 he-
misuccinato-BSA, (MIDGLEY y NISWENDER 1970, DOERR et al., 1973, EXLEY y WOOD_
HAMS 1976) 6 la posicién 11, (52 - 173 - 11 hemisuccinato-BSA) (HOLLANDER et
al., 1974).

La unién de la proteina en la posicién 6, ya sea BSA (KUS y GOEHEL
1972) 6 la HSA (JEFFCOATE y SEARLE 1972), fué utilizada por diversos autores,
por la alta especificidad que dé este tipo de antigeno, especialmente los de-
rivados E2 - 17p -6-0-Carbaximetiloxima-BSA (ORAY et al., 1971, DEAN et al.,
1971, LINDNER et al., 1972a, EXLEY 1972), asi como oxoestradiol (EXLEY et al.

1971) y ceto-estradiol (NIESCHLAG et al., 1975).

2.3.3. Caracteristicas de los antisueros antiesteroides.

Las caracteristicas de un antisuero antiesteroide vienen determina-

das por su titulo, afinidad y especificidad.
a) Titulo

El titulo de un anticuerpo se determina mediante la incubacidén de
varias diluciones con un esteroide marcado, en un volumen determinado de solu
cién tampdén, a una temperatura y tiempo fijados. La dilucién de antisuero gue
liga el 50% del trazador marcade bajo esas condiciones define el titulo (ABRA
HAM, 1974).

Para ODELL et al., (1971), el tftulo de un anticuerpo seria la con -
centracién Gptima del misma, cuando la relacidn fraccién ligada/libre es apro-
ximadamente 1. En estas condiciones la sensibilidad y precisidn del andlisis

son dptimas.
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La importancia de la tasa de anticuerpos en un antisuvero radica Oni
camente en la posibilidad de realizar un nimero mayor de andlisis con un mismo

volumen (SKELLEY et al., 1973).

El titulo del anticuerpo depende de la duracién de la inmunizacidn,
de la dosis de antigena y de la via de administracién de éste (ODELL et al.,
1971}.

ABRAHAM (1973), - abtiene el nivel mds elevado de anticuerpos a los
6 u B meses de inmunizacién, con una dosis de 2 mg de antigerno por inyeccidn,

utilizando la via subcutdnes en la oveja.

Utilizando la via intradérmica en el conejo, con 1 mg de antigeno
por inyeccién, NIESCHLAG et al., (1975), obtiene el titulo mds alto de anti-

cuerpos a las 10 semanas de inmunizacién.
b) Afinidad

La afinidad constante de un anticuerpo se define, como la recipro
cidad entre la concentracién molar del esteroide libre y la saturacién media

. .
de los lugares de enlace del anticuerpo (ABRAHAM,1574).

Los antisueros antiesteroides son heterogéneos y contienen varias
inmunoglobulinas con diferente concentracién, afinidad y especificidad. Por
tanto, la afinidad constante es un valor influenciado por la poblacidn de in-

munoglobulinas.

El enlace antigeno anticuerpo, obedece a la Ley de accién de masas:
Ab + H T—/—/—> Ab. H
. . K2
Las inmunoglobulinas con mayor producto K.Ab no producen siempre
una mayor especificidad y afinidad, y a veces es ventajoso fraccionar el anti

suero y testar las caracteristicas de las fracciones de las inmunoglobulinas

individualmente.
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c) Especificidad

La especificidad de un antisuero se define como la libertad de in-
terferencia con otros esteroides distintos al que se quiere medir y es la ca-

racteristica que definitivamente determina su uso (NISWENDER et al., 1975).

Los anticuerpos no suelen ser totalmente especificos de un sdélo
hapteno y generalmente pueden ligar otras sustancias de estructura parecida al
. hapteno del que estdn constituidos (ABRAHAM ,1969). La especificidad se deter
mina mediante la reaccidén cruzada. Para determinar ésta sé incuba el antisue
ro con su esteroide especifico (S) y una cantidad fija de (5°). Igualmente se
incuba el antisuero con otro esteroide (X) y la misma cantidad fija de,(SN).
TomanQo arbitrariamente la reaccién cruzada del esteroide S como del :100% la
del otro esteroide X, vendra determinada por su capacidad de desplazamiento del

»*
esteroide marcado S .

»*
Reaccidn cruxada de Masa de 5 necesaria para desplazar 50% de S

un esteroide X ‘= Masa de X necesaria para desplazar S50% de S*

Este método fué descrito por ABRAHAM et al. (1970)

DDELL et al. (1972) definen la especificidad, como el grado con el

cual el anticuerpo, reacciona sélo con la hormona que va a ser analizada.

La especificidad varia con el tiempo de inmunizacidn, dependiendo

el incremento del lugar de enlace esteroide-proteina (ABRAHAM, 1574).

Aunque son muchos los factores que pueden afectar a la especifici
dad, el mds importante es el lugar donde la proteina se conjuga con la molé-

cula de esteroide (NISWENDER et al., 1975).

En los primeros anticuerpos antiestrégeﬁos (FERIN et al., 1968) la
proteina aparece conjugada en los carbonos 3 6 17 {anillos A y D) mediante los
grupos hidroxil o cetoné, que son los que confieren especificidad a esa molécg
la. Cuando se producen alteraciones en la estructura de estos grupos, la es-

pecificidad del anticuerpo obtenido queda disminuida (ABRAHAM, 1974).
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Como resultado ,estos anticuerpos principalmente derivados succi-
nil o hemisuccinato con la proteina en posicién 3 & 17 dénuna fuerte reaccién

cruzada.

La conjugacién de la proteina en los carbonos distales de los gru
pcs activos hidroxil o cetona confiere a los anticuerpos una gran especifici-
dad, principalmente en el anillo B, 6-O-Carboximetiloxima -BSA, (DRAY et al.,
1971, KUS y GOEBELL, 1972, EXLEY et al., 1971, LINDNER et al., 1972 b).

La especificidad del antisuero depende también de la pureza del
antigeno, principalmente en aquellos antigenos con conjugacidén de la protei-

na en el carbono 17. (HOLLANDER et al., 1974) (EXLEY y WOODHAMS 1976).

2.3.4. Metodologia del andlisis radicinmunolégico.

Previamente a la reaccién inmunolégica entre antigeno y anticuer
po y debido a la especificidad del antisuero y la débil concentracidén de es-
trdégenos en el plasma, se hacen necesarias una serie de etapas que incluyen

la purificacién de los esteroides.
a) Hidrélisis.

Los estrdgenos aparecen en el plasma en parte conjugados .grupos
sulfato y glucuronato. Una manera de determinar estos estrégenos conjugados
en el plasma 6 en la orina es mediante antisueros antieéstrdégenos conjugados
(KELLIE et al., 1972) con el inconveniente de que no suelen ser especificos,

ni de un sole grupo ni de un solo estrdégeno.

Las técnicas cldsicas se basan en la hidrdlisis de los conjuga-

dos, previa a la extraccidén,

Con la hidrélisis enzimdtica GOMES et al., (1965), obtienen buenos
resultados utilizando 3 -glucuronidasa y aril sulfatasa de moluscos (Helix

pomatia).

Estos enzimas de moluscos aparecen mds efectivos que la /3-glqu

ronidasa de mamiferos (WILLIAMSON y LAYNE 1970) (AOKY y ARESCHYSHYN, -1971)
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o aquellas provenientes del Scherichia coli (CROWLEY y ROSSER ,1973).

Estos métodos enzimdticos se basan en la accién de las enzimas a

37°C en un médio écido,(pH a,B)directamente sobre e1 plasma o la orina.

Los métodos quimicos mds utilizados se basan en la accidn de dci_
dos en caliente (clorhidrico o sulfﬁrico) aunque tienen el inconveniente de

provocar modificaciones en la estructura de algunas sustancias.

Otros métodos, como la solvolisis, son bastante efectivos utili-
zando la mezcla metanoldcido acético - acetato de etilo (1/9 v.v) a 45§b
(LORIAUX et al., 1971). Este método tiene el inconveniente de su falta de

accién sobre los glucuronoconjugadoé. i
b) Extraccién ,

La extraccién de los esteroides del plasma es el primer paso en
la purificacién. Los solventes mds comunmente utilizados en la extraccién

de estrdgenos son el éter etilico, el diclorometano y el benceno.

El éter etilico que aparece en los pr}meros trabajos de radioinmunoa-
ndlisis de estradiol (ABRAHAM 1969 , MIKHAIL et al., 1970) es de una gran efi
cacia en la extraccidn, y la separacién de la fase orgénica y acuosa es sen-
cilla. Tiere el inconveniente de dar un blanco elevado si no es destilado pre

viamente a su uso (CASTANIER y SCHOLLER 1970).

El diclorometano ha sido utilizado por TERQUI et al. (1973) y (THl
BIER y SAUMANDE, 1975), siendo el porcentaje de extraccidn tan elevado como el
éter y el blanco despreciable, pero tiene el inconveniente de la dificultad en i

la separacién de las dos fases.

Otros muchos solventes han sido utilizados siendo el mds importan-
te el benceno (ROBERTSON et al., 1972) que tiene el inconveniente de la alta

toxicidad de sus vapores.
c) Cromatografia .

En el radicinmunoandlisis de esteroides la cromatografia tiene dos

fines, la purificacién y la separacién de diferentes hormonas, cuando
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no se posee un anticuerpo especifico.

Los sistemas de cromatografia para la separacidn de estrégenos -
son varios, aunque la cromatografia en columna es la mds comin. Sé6lo algu-
nos autores han descrito cromatografia sobre capa fina para el 17ﬁ -estradiol,
usando silica-gel F25d con cloroforma/4cido acético (10/1v.v) (BISHARA y JA-
KOVLJEVIC, 1965, HOTCHKISS et al., 1971). Esta técnica tiene el inconvenien

te de que presenta valores blancos muy elevados.

Dos son los sistemas mds comunmente utilizados en la cromatogra-

fia de estrdgenos: La columna de celita y la columna de sephadex LH 20.

La columna de celita ha sido utilizada por ABRAHAM et al., (1970)
después de una modificacidn del tamafio de la columna y voldmen de la fase -

estacionaria descrito por KORENMAN et al., (1969).

Para Abraham, las columnas de celita tiene las siguientes venta-
jas: Son féciles de preparar, son baratas, no hay interferencias especificas,

es un material inmerte y posee un gran poder de resolucién (ABRAHAM, 1973).

Este sistema tiene la ventaja de que usando el etilen glicol como
fase estacionaria se pueden separar la estrona del estradiol y este de la -

progesterona, utilizando como fase mdévil una mezcla de etilacetato isococtano.

A raiz de los trabajos de BAELEN et al., (1967) con columnas de -
Sephadex tH 20 usando solventes orgdnicos, se introdujeron notables me joras
en la cromatografia de estrégenos. Este método es rdpido, no necesita tra-
tamientos previos a su uso, los valores blancos son nulps, y con microcolum-

nas la calidad de separacidn es excelente en un minimo de tiempo.

El Sephadex LH 20 es un dextrano hidroxipropilado, el cual tierne -
la capacidad de turgescencia con los solventes orgdnicos. La separacién pue-
de ser llevada a cabo, seg0n>un principio de filtro molecular, interacciones
reversibles del soluto y el gel o particidn entre las mezclas de solventes

(BULLETIN ON SEPHADEX, 1970).



Las primeras columnas de Sephadex LH 20 fueron descritas por MIK_
HAIL et al., (1970). Eran grandes columnas de 300 mm de longitud con 3 grs.

de Sephadex,utilizandose Como solvente benceno/metanol (85/15 v.v.).

La utilizacidn de diferentes mezclas de solventes hace variar la
velocidad de elucién. Con benceno/metanol(85/15)aparece en primer lugar la
estrona y luego el estradiol {CARR et al., 1971). El uso de metanol o etanol

es indiferente en cuanto a los resultados.

E1 comportamiento de la columna estd influenciado por el didmetro
de la misma y la cantidad de gel (CARR et al., 1971). Asi EDQUIST y JOHANSSON
(1972), con un didmetro de 5 mm. y 300 mm.de longitud obtienen una mayor velo-—
cidad de elucién que WRIGHT et al., (1973 a.)con columnas de 25 cm/1 cm, con un

solvente benceno/metanol(9/1.)

El problema de la utilizacién de Sephadex LH 20 en grande colum-
nas radica en la gran cantidad de eluyente necesario para la salida de los es-
teroides, lo que provoca incrementos considerables de los valores blancos en

los residuos secos.

Es por esta razén que sean las microcolumnas las mds utilizadas

(CASTANIER y SCHOLLER, 1970).

El didmetro de las microcolumnas es variable segin los autores.WU y
LUNDY (1971) utilizan jeringas de 2 ml, con un didmetros interno de 7 mm. y

0,4 grs de Sephadex.

MURPHY y D'AUX (1975) describen ampliamente las ventajas de este
sistema por su rapidez, bajo costo, blanco nuloc y aplicacidn a los andlisis
con grandes series de columnas. El solvente mds iddneo en estos sistemas de
particién es el benceno/metanol (85/15 jpara separacién de E1 y E2 1MURPHY y
D'AUX, 1975) (HOFFMANN et al., 1976). DOBSON y DEAN (1974) utilizan microco-

lumnas y una mezcla de solvente benceno/metano (9/1.)

La separacién de isdmeros de estradié117ﬁ y 1734 , no puede reali-

zarse mediante cromatografia ya gque es precisa una oxidacién previa, me
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- 17p a €, (ROBERTSON et al., 1972).

diante enzimas especificas del E 1

2
d) Reaccién inmunolégica.

Los estrégenos una vez purificados y concentrados, son recuperados
del extracto seco, mediante una so0lucidn tampdén. Se utiliza el tampdn fosfato

gelatina(pH 7,0,1 M con 0,% de CiNa y 1% de azida de sédic (ABRAHAM,1969).

La adicién de gelatina al0,1%en elsistema (HOTCHKISS et al., 1971)
incrementa la precisién y minimiza los valores del blanco; ademds incrementa
la solubilidad de los estetoides menos polares y evita interferencias con otros

componentes.

En la incubacidn entran en contacto los estrégenos purificados, el

esteroide marcado y el anticuerpo correspondiente.

Normalmente se utilizan dos tipos de esteroides marcados: Unos con
tritio, (SH), con una actividad especifica entre 25 y 100 Ci/mM (ABRAHAM 1973)
y otraos marcados con 1251 (NISWENDER y MIDGLEY 1970). Aungue con el segundo
método se puede conseguir uma mayor sensibilidad, en la prdctica el.tritio es
mds utilizado por su fdcil almacenamiento, larga vida media y facilidad de ma-

nejo por emitir radiaciones 3 débiles.

e) Separacién de fracciones.

La separacidn de fracciones libres y conjugadas se puede realizar

segin diferentes métodos.

Para RATCLIFFE (1974) el método ideal debe de reunir tres condicio-
nes: Separar completamente las fracciones con un margen minimo de error.
Debe ser répido, barato y usar reactivos de fdcil disponibilidad.

No estar afectado por el plasma o suero

Varios son los métodos utilizados, descritos por ODELL et al.,{1975):
Cromatoelectroforesis, filtracién con gel, inmunoprecipitacién, técnicas de ab-

sorcidn, fase sb6lida y anticuerpos polimerizados.
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En la practica son dos los mds usados: La absorcién con carbén-

dextrano y la inmunoprecipitacion.

El método de absorcidn con carbon dextrano consiste en una suspen
sién de carbén "Norit A" con un tamafio de particula de BO/Am que absorbe los

esteroides libres.
Para ABRAHAM (1973) éste método tiene las siguientes ventajas:

No necesita purificacién previa del anticuerpo.

Las interferencias inespecificas con el andlisis son nulas,

Es rédpido, simple, y con pocas posibilidades de error .

Da& una gran precisidén con un coeficiente de variacién en la curva standard

no superior al 2%.

Tiene el inconveniente de su gran avidez por todo tipo de sustan-
cias, y su capacidad de absorcién es dependiente del tiempo de contacto. La
mdxima absorcién se realiza a los 10 6 15 minutos y a partir de este momento

parte de los esteroides ligados comienzan a ser absorbidos (RATCLIFFE,1974).

Se han descrito otros métodos de absorcién tales como el talco,

silicatos, celulosa, fluorisil, hidroxiapatita, etc. (TRAFFORD et al., 1976).

El carbdn - dextrano es utilizado en suspensién en solucién tam-
pén o en discos de gelatina (SABA 1976), pudiéndose realizar el contaje de la

hormogna marcada en la fraccién libre o en la ligada.

La técnica de inmuno-precipitacién o técrnica del doble anticuerpo
es un método prdctico para la separacién de fracciones libres y conjugadas, en
la cual un segundo anticuerpo es usado para precipitar el complejo primario

antigeno-anticuerpo (SKELLEY et al., 1973).

Este método fué aplicado,en principio, a la separacién de fraccio-
nes en el radioinmunoandlisis de hormonas proteicas. El segundo anticuerpo
es un suero anti—&'-globulinas especificas del animal donde se ha obtenido el

anticuerpo primario (FRANCHIMONT,K 1970).

En la prédctica se emplea como segundo anticuerpo generalmente un

suero anti-) -globulinas de conejo, obtenido en el morueco (ODELL et al., 1975).
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denominandose con las siglas inglesas "ARGG" (a), francesas "SMAL" (b), o es-

pafiolas "SMAC" (c).

ARGG {a): {Anti-rabbit gamma globulin).
SMAL {b): (Serum du mouton anti lapin).

SMAC (c):(Suero de morueco anti conejo).

Este método tiene la ventaja de su simplicidad, buena precisién,
aplicabilidad a todas las hormonas y no ser dependiente del tiempo de contac-
to (ODELL et al., 1975). Presenta el inconveniente de que al introducir-una
nueva reaccién inmunolégica en el sistema, ésta puede ser influenciada por
concentracianes de suero o plasma, presencia de anticoagulantes, etc. (RAT-

CLIFFE, 1974).

f) Andlisis de resultados.

La expresidn de resultados en radioinmunoandlisis, estd dificulta-
da por la interpolacidén sobre curvas dosis-respuesta. Estas curvas son el -
resultado de llevar a unos ejes de coordenadas el porcentaje B/T o B/0D, y la

désis aritmética del esteroide, siendo

B/7: cpm (cuentas por minuto) de la fraccién ligada sobre cpm totales, y

B/0: cpm de la fraccién ligada, sobre cpm en ausencia de hormona no marcada.

Han sido varios los métodos propuestos para la linearizacidén de
las curvas dosis-respuesta, para facilitar y dar rapidez y precisidn al célcu

lo de resultados (RODBARD, 1970).

El método de transformacién del porcentaje B/T 6 B/O en "logit",
y la dosis en "1ln" de la dosis, permite linearizar la curva dosis respuesta.
(RODBARD et al., 1969).

A
1-A

logit Y = 1n

La curva standard una vez linearizada puede introducirse mediante
la ecuacidn de una recta, e interpolar cada uno de los resultados problema -

en un calculador programable, {ZETTNER, 1973).
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Este método logra un 95% de limite de confianza, para estimacién
de muestras desconocidas, siempre que la curva standard se haya realizado en
tampén, ya que otras sustancias como suero o plasma pueden interferir los re-

sultados (RODBARD et al., 1969).
2.3.5. Criterios de validez para dadioinmuncanalisis.

a) Recuperacidn

La recuperacidn es un criterina introducir en una técnica, debido
a las pérdidas de esteroide en cada uno de los pasos de la purificacién.Como por
centaje de recuperacidén se considera al esteroide medido al final del andli-
sis después de restar estas pérdidas. Para determinarla se sigue el sistema
de aﬁqdir una determinada cantidad de esteroide marcado al principio del and-

lisis, y haciendo una valoracién del mismo previa a la reaccién inmunolé-

gica (CASTANIER y SCHOLLER, 1970).

Las mayores pérdidas ocurren en la etapa de extraccidén y cromato-

grafia. En la extraccidén el solvente no extrae la totalidad del esteroide con -- - .

tenido en el plasma, por la fuerte unidn de estos con las proteinas. E1 por-
centaje de la extraccién varia con el tipo de solvente empleado y la calidad

de la extraccién.

Otra pérdida importante se produce en la etapa de purificacién o
cromatografia. Utilizando la columna de Sephadex LH20, las pérdidas quedan re

ducidas al minimo (SCHANBAKER y EWING, 1975).

La tasa de recuperacidn puede determinar el volumen de muestra a

utilizar en el andlisis (MIKHAIL et al., 197@).
b) Blanco.

Todos los reactivos utilizados en la técnica pueden dar un valor

blanco a temer en cuenta en los resultados.

Estos valores dependen fundamentalmente del solvente (FROLICH et

al., 1974). Algunos como el éter etilice dan un valor blanco elevado si. no
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son previamente destilados (MIKHAIL et al., 1970); otros como el diclorometano
y el benceno dan valores blancos précticamente nulos (THIBIER y SAUMANDE 1975},
(ROBERTSON et al., 1972).

La influencia del valor blanco se aprecia mds en dquellas técnica
con utilizacidn directa de un anticuerpo especifico sin etapa previa de purifi
cacidn. Cuando se realiza cromatografia los blanccs descienden tanto con la
columna de celita (ABRAHAM, 1974) como con la columna de Sephadex LH20 (MURPHY
y D'AUX 1975).

La afinidad y éspebificidad del antisuero influyen también sobre el
blanco de la técnica, el cual debe de ser menor que la sensibilidad del anéd
lisis, y depende de la afinidad del antisuero, del tamp6n y del método de se-

paracién de fracciones (ABRAHAM, 1974).
c) Sensibilidad.

Se pueden diferenciar dos aspectos dentro del concepto de sensibi

lidad:de la curva standard y sensibilidad del andlisis (ABRAHAM, 1973).

La sensibilidad de la curva standard se define como la més pequefa
cantidad de hormona que puede ser medida con certeza estadistica (MIDGLEY et
al., 1969 b) o la mids pequefia cantidad de una sustancia que puede ser medida
siendo significativamente diferente de cero (REEVES y CALHOUN 1970). FRANCHI_
MONT (1970), dé una definicién mids completa:Eslamis pequefia cantidad de hormo —
na no marcada que puede inducir una diferencia estadistica significativa del
porcentaje de hormona marcada, fijada al anticuerpo en ausencia de hormona

no marcada.

En radioinmunoandlisis de hormonas esteroides, EDQUIST y JOHANSSON.
(1972), definen la sensibilidad como el aumento necesario en pg que hay que
anadir para que sea significativamente diferente de cero. ABRAHAM (1974] la
define como la mds pequefia cantidad de esteroide standard gque es significati-

vamente diferente de cero, con un }imite de confianza del 95%

Para este mismo autor la sensibilidad de la curva standard depende

de lcs siguientes pardmetros:
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1. De la afinidad del antisuero,
De la masa de trazador marcado,

Del volumen de incubacidn.,

A LN

De la precisién del andlisis.

Esta serie de factores aparece tambien descrita por SKELLEY et al.
- (1973). Para FRANCHIMONT (1970) la dilucién y la afinidad del antisuero son
de gran importancia, es decir la sensibilidad es més elevada. cuanto mayor es

la afinidad constante (K) de equilibrio

lns - #e]

©T Pl B

Para otros autores este concepto de sensibilidad estd mds cerca del
limite de deteccidn. EKIN y NEWMAN (1970), determinan la sensibilidad experi-

mental, segin la.siguiente férmula.

Media entre la diferencia de duplicados de B/F

Sensibilidad =
Pendiente de la curva dosis respuesta B/F

El otro aspecto es la sensibilidad del andlisis. Algunos autores

la definen como la minima cantidad de estrégeno que puede ser distinguido de

cero (ROBERTSON et al., 1972) y vendria determinada por la fdérmula.

5 = t.svﬁ? , donde t = t de Student
s = desviacién standard del blanco

n = nimero de duplicados
La ‘sensibilidad del andlisis, segin ABRAHAM (1974), depende de:

1. La sensibilidad de la curva standard .
2. E1 valor blanco .

3. ta recuperacién del esteroide después de la purificacidén.

El limite de deteccidn puede también ser incluido dentro de estos
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factores (TSANG 1974). E1 cdlculo de la sensibilidad segin ABRAHAM (1974)
quedaria reflejado con la siguiente formula:

2 x 50

5 - RAxF

x 100
Donde R es el tanto por ciento de la recuperacidn, F la fraccidn
de esteroide recuperado usado en el andlisis,y SD la desviacidén "standard" de

la media de los valores blancos por cuadruplicado.

d.) Especificidad.

La especificidad ha sido definida como el grado de libertad de in-
terferencia con otras sustancias diferentes de las que intentan ser medidas

(MIDGLEY et al., 1969b). La especificidad esté influenciada por:

1. La especificidad del anticuerpo.
2. La reaccidn cruzada con otros antigenos.
3. La influencia de ciertas sustancias de bajo peso molecular sobre la reaccidén

antigenoAnticuerpo.

MIKHAIL et al., (1970). determinan la especificidad de la técnica,
midiendo la reaccidn cruzada del anticuerpo y la recuperacién cromatogréfica.
Un método con un anticuerpo de reacciones cruzadas minimas o nulas, unido a un

proceso de cramatografia, asegura una gran especificidad (LORIAUX et al., 1971).

La especificidad en radioimmunoandlisis es esencialmente dependien-
te de la afinidad y especificidad del antisuero ydel grado de purificacidén de

la muestra (DOERR 1976).

La especificidad del radicinmuncandlisis se puede demastrar por las

dos vias siguientes segin ABRAHAM (1974):

1. Los esteroides presentes en la fraccidn ya purificada, que se usa para medir
el esteroide especifico, no reaccionan de una manera especifica con el an-

tisuero utilizado.

2. Los niveles de esteroides medidos en el plasma en ciertas condicienes fisio-
ldgicas, concuerdan con los resultados obtenidos por otros métodos que pue-

den ser mds validos aunque menos prdcticos.



d.) Exactitud y precisién:

La exactitud es el grado en el cual la media de un nimero infinito
de medidas sobre una misma sustancia concuerda con la cantidad exacta de sus-
tancia presente (MIKHALL et al., 1970). Se puede determinar mediante la adi-
cidén al plasma de cantidades conocidas de esteroide. Esta adicién ha de ser
como minimo treinta minutos antes del andlisis para lograr un equilibrio con

los esteroides ya presentes (ABRAHAM, 1974)...

MIDGLEY et al., (1969 b) definen la precisién como el grado en el
cual dando una serie de medidas de una misma muestra concuerdan con la media.

SKELLEY et al., (1973) incluyenen la precisién el coeficiente de variacién.

2.4. NIVELES DE ESTROGENOS EN LA VACA.

2.4.1., En el ciclo sexual:

Los niveles de estrégenos en liquidos biclégicos han sido estudiados
ampliamente desde hace tiempo, con el fin de conoter el papel de estas hormo-
nas en la reproduccién de la especie bovina principalmente como reflejo de la

actividad folicular.

Las primeras determinaciones realizadas en el liquido folicular, de
mostraban que el 173 -estradiol era el estrégeno de mayor concentracién presen_
te en este medio (SHORT 1962), principalmente en el foliculo preovulatorio (EN
GLAND et al., 1973).

TJambién la estrona aparece en el liquido folicular, pero en concen
traciones menores que las del 173 - estradiol (VELLE 1958). Este mismo autor
describia la presencia de 17« -estradiol en el liquido folicular de quiste ovd
rico, pero la presencia de este isdmero del E2—123 en el liquido folicular, si
gue siendo un resultado de controversia ya que otros autores no lo han podido
aislar de este medio y otros como ENGLAND et al.,(1973) detectaban su presencia

s6lo en un 50% de los foliculos estudiados.
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Las variaciones en los niveles de estrdgenos han sido también de-
terminadas en la orina. MELLIN y ERB (1965) encontraban que la mayor concen
tracién en este medioc correspondia al 174 - estradiol, seguido del 17f - es_

tradiol y de la estrona.

GARVERICK et al., (1970), encontraron variaciones en los niveles
de Eza y Ezﬁ en la orina, y apénas existian variaciones en los niveles de E1,
durante los dias -2 y -1 del ciclo (dfa 0 6 GO = dia del celo). En la vena
cava VARMAN et al., (1964), encontraron incrementos en las concentraciones -
de estrégenos entre los dias 6-8 y 14-16, pero con el método que este autor

utiliza, es deficil probar la significacién de estos resultados.

La ausencia de variaciones en los niveles de E1, a lo largo del
ciclo, en la orina, puede explicsrse por la secrecidén de este estrdégeno en

la vaca por la corteza adrenal (BEALL, 1939).

Las posibilidades de hacer un estudio de la actividad folicular, -
ﬁediante las variaciones cuantitativas de los niveles de estrdgenos en la -
orina, son muy limitadas, por la excrecidén urinaria de estercides extraové-
ricos, porque el tiempo de latencia entre la secrecidn y la aparicidn en la
orina es muy largo, porque los estrégenos no son excretados en su totalidad
en la orina y porque la distribucién orinmo-fecal es variable segin los anima

les (LONGCOPE, 1972).

POPE et al., (1965), determinaban las concentraciones de estrdge-
nos totales en sangre periférich por un método bioldgico (peso del Gtero de
la ratona), obteniendo los valores mds elevados durante el celo, con concen—

traciones de 10 pg/ml.

Con métodos quimicos y fluorimétricos, diferentes autores determi

naban estrdgenos totales en sangre periférica con mayor o menor éxito.

MASON et al., (1972), con un método fluorimétrico después de una
purificacidn cromatogrdfica, sefialan unas variaciones en los niveles de es-

tradiol y estrona: E2 (p+a): 176-1175 pg/ml. y E1 1 231-2269 pg./ml. durante los
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dias 6 y 7 que parece obedecer a un reflejo de ondas de crecimiento folicular.

Con la utilizacién de métodos como CPB y RIA, las variaciones de es-
trégenos durante el ciclo sexual de la vaca, aparecieron mds netas y defini-
das, aunque en concentraciones muy variables segidn los autores dependiendo -

del grado de purificacidén de las hormonas antes del andlisis.

Con un método de CPB, sin purificacién previa, SIROIS, (1972), en re-
sultados de E1 equivalente, describe variaciones de estrégenos totales en el

plasma los dias 6 y 14 del cicle, con concentraciones de 320-640 pg/ml.

SHEMESH et al., (1972), obtienen variaciones netas de eétrégenos du-
rante el ciclo. Realizando una purificacidén previa, determinan exclusivamen-
te EZP , apareciendo un piqo 4 hrs. de 170 pg/ml., antes del principio del -,
celg, con un incremento desde el dia -3 al dia 0, disminuyendo las concentra-
cianes a 8 pg/ml 12 hrs. mds tarde. En este trabajo se describen también au-

mentos el dia 4 del ciclo (40 pg/ml) y el dia 11 (81 pg/ml).

Estos autores apuntan ya la posibilidad de una relacién de este pico
el dia -1, con el desencadenamiento del pico preovulatorio de LH mediante un
efecto "feed-back". Estos mismos resultados obtienen BLOCKEY et al., (1973)
con un pico el dia -1 de 325 pg/ml y otro el dia 6 de 320 pg/ml. A pesar de
la purificacidn previa con la que trabajan obtienen variaciones en los nive-
les de E1 el dia del celo de 240-610 pg/ml, existiendo un relacién entre E,|
y E2.

La técnica de RIA permitid alcanzar la suficiente especificidad y sen
sibilidad como para determinar las variaciones hormonales a pesar de su baja

concentracidn.

El uso de anticuerpas no especificos en las primeras técnicas de RIA
para determinacién de estrégenos en el plasma, sin cromatografia previa, daban

como resultado la determinacién de niveles de estrdgenos totales.
+
CHRISTENSEN et al., (1971) describian un pico de 176-31,6 pg./ml.
+
25 hrs. antes del pico de LH y otros incrementos los dias 5 y 6 de 141-44,2

pg/ml.
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La cromatografia permite conseguir un reflejo mds exacto de las va-
riaciones, aunque la mayoria de los autores, al no poder separar por cromato-
grafia los isdmeros Ezﬁ y E_ dan como valor estradiol 6 17f3 - estradiol, lo

que en realidad es EZB + £_o dependiendo de la reaccidn cruzada del anticuer-

2
po utilizado. Segdn DRINAN y COX (1974), los valores de estradiol después

de 1a cromatografia no pueden superar los 5 pg/ml.

Conforme a estas teorias de bajas concentraciones de estrégenos en
" 1a sangre periférica de la vaca HENRICKS et al., {1971) obtienen variaciones
el dia -3 de 0,5 a 10 pg/ml y 15 a 25 pg/ml el dia ~1. Este pico aparece
12-16 hrs. antes del principio del celo y 5-10 hrs. del pico preovulateorio
de LH. Los niveles mdximos que sefala este autor son de 30 pg/ml correspon-

diendo la mayoria al Ezﬁ plasmitico.

Otra serie de trabajos describen el incremento de la concentracién
de estrdgenos los dias -1 a 0 con oscilaciones del nivel de base de 0 a 15
pg/ml (SEREN et al., 1974) y picos de 10-30 pg/ml. 24 a 72 hrs. antes del ce
lo. KATONGOLE et al., (1973) obtienen concentraciones de 15 pg/ml.en el pro-

estro y estro y 4-9 pg/ml los dias 5 y 6 del metaestro.

Con un anticuerpo no especifico, de fuerte reaccidn cruzada fren-
te al E1, LEMON y SAUMANDE (1974), determinan estrdgenos totales libres (50 -
80 pg/ml) y estrégenos totales libres y conjugados (60-180 pg/ml), sin. encon-

trar variaciones netas durante el ciclo.

A pesar de que sus resultados difieren en la concentracidn coin-

ciden en el incremento del dia -1 y O.

Las variaciones de niveles durante el ciclo sexual y especialmente
cerca del celo, aparecieron mds netas cuando las técnicas permitieron la de_
terminacién de E2 - 173 libre en el plasma, Gnico estrégeno de produccidn
exclusivamente ovdrica en la vaca y verdadero reflejo del crecimiento folicu-

lar.
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La determinacidn de Ezpen el plasma ha sido abordada segin dos vias
o sistemas de deteccién: Mediante anticuerpos especificos anti E2 7By
mediante separacién cromatogréfica de cada uno de los estrégenos. Con estos Gl
timos métodos y debido a que mediante cromatografia no se pueden separar los
isdmeros o yﬂ los valores de EZP pueden ser los de E2(3+°' , dependiendo de

la reaccidén truzada del anticuerpo utilizado.

Con este método de cromatografia WETTEMANN et al., (1972) obser-

+
van unos niveles méximos desde los dias -2 a -0,5 de 7,7 - 1,7 pg/ml a 9,7:
+

1,6 pg/ml, precediendo este incremento al pico de LH.

SMITH et al., (1974) con una reaccién cruzada del anticuerpo fren
te al Ezd , de un 42% obtienenvalores maximos de E2, el dia -1 de 12 pg/mi,
y de B pg/ml los dias 4-9. Sin embargo para la E1 no encuentra variaciones
durante el ciclo, ni en el celo, sin variar el nivel de base de 1 a 3 pg/ml.
en contraste con el trabajo de NANCARROW et al., (1973), bs cudes encuentran

fluctuaciones en los valores de E, (400-900 pg/ml.).

Para SMITH et al., (197&), el hecho de encontrar tan bajas concen-
traciones con un anticuerpo de reaccidn cruzada(dz%)frente al EZ& , le hace
suporner que la aportacidn del Eédal total de estradiol libre circulante en el
ciclo es desdefiable y probablemente sélo se haya medido Ezﬁ .

Con este mismo anticuerpo de reaccidén cruzada 42% con el EégPETEH_
SON et al. (1975a), obtienen niveles de 7 a 20 pg/ml y con cromatografia
previa 4 a 18 pg/ml el dia -1 y O ‘siendo desdefiables las concentra-
ciones de Ezu en el plasma bovino. Sin embargo SAUMANDE y LOPEZ-SEBASTIAN
(1977), de acuerdo con los trabajos de DOBSON y DEAN (1974), mediante croma-
tografia con Sephadex LH 20, y utilizacién de anticuerpos especificos, respec

tivamente, obtienen valores de Ezu superioresa los de E_{3 , aungue sin varia

2
ciones netas durante el ciclo, de 20 a 30 pg/mLde Eéx frente a 5-15 pg/ml de

E2f3 el dia del celo.

DOBSON y DEAN (1974), na encuentran tampoco variaciones en los nive
les de E1, con unrivel de base continua de 4 pg/ml.Estos autores en publicacig
nes anteriores (DDBSON et al., 1972 , DOBSON et al 1973), describianpara Ezﬁ

5 pg/ml de nivel de base y un pico poco antes del celo de 15 pg/ml previo al
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pico de LH.

Igualmente utilizando un anticuerpo especifico ECTORS et al, en 1975
obtienen un pico de Ezﬂ el dia -1 de 6 5a 12,6 pg/ml y otros tres picos ac
cesorios los dias 4 y 5, 8 y 12 a 14 del ciclo. KANCHEV et al, (1976) obtie_

+
nen un nivel basal de 5-6 pg ml.y un pico el dia O de 13,5 - 1,4 pg/ml.

GLENCROSS et al., (1973), describen un método utilizando dos anti-
cuerpos con diferente reaccién cruzada frente al E2d de 20% ka;é% réépec—
tivamente. Con estos dos anticuerpos no encuentran diferencias ostensibles

en los resultados de E_ o y obtienen un pico de estradiol el dia -1 y el dia

2
6 de 5-2 pg/ml. Para la E1 no encuentran variaciones a lo largo del ciclo

sexual mantenigndose el nivel de base de 1-2 pg/ml.

Todas estas publicaciones coinciden en el incremento preovulato-
rio los dias -1 y O (WETTEMANN et al., 1972; HENRIKS et al., 1971) y
otras elevaciones de los niveles, muy variables (GLENCROSS et al., 1973),
entre los dias 4 al 10 segin los autores, como respuesta a la secrecifn de
los foliculos de tamafio superior a los 8 mm. En todos estos trabajos las

tomas de sangre se realizan. diariamente.

Las posibles fluctuaciones de los niveles de E ? durante el celo

2
en espacios de tiempo inferiores a 1dia provocaromexperiencias en las cuales
las tomas de sangre eran mds frecuentes generalmenteconintervalos de 2 hrs.,
valorandoel Ezﬁ , en la mayoria de los casos con un anticuerpo especifico,

principalmente obtenido a partir de antigenos derivadosdelE247ﬁ - 6~

-0- carboximetiloxima-BSA.

Jodos estos trabajos concluyen con el resultado de un claro incre-
mento de los niveles de Ezﬂ cerca del celo y un incremento preovulatorio po-

cas horas antes o coincidente con el pico preovulatorio de LH.

LEMON et al., (1975) determinan un nivel de base de E2‘5 de 5 pg/
ml., y una subida a 15-25 pg/ml., 2 a 4 hrs. antes del pico de LH. Estos

autores sefalan que la subida de Ezﬁ , solo tiene lugar después de que la
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progesterona ha alcanzado un nivel minimo (luteolisis avanzada) menor de 2 ng/
/ml. Con estas tomas horarias se aprecia el aumento de EZP , desde tres dias
antes del celo hasta el dia del celo, pero este aumento es con fluctuaciones
dentro del diay por esto concluyen que el efecto del Ezﬁ es mids importante co

mo duracién del nivel del mismo que come un efecto de descarga, ya que la

secrecién es de tipo episddica continua, como lo es para la mayoria de las

hormonas (LEMON y SAUMANDE, 1974).

PETERSON et al., (1975b), describen la aparicidn de un pico de Ezp ,
en los dias -2 a -1, con variaciones del nivel .basal de 5 pg/ml. a 25-50

pg/ml.en el nivel mdximo, sélo cuando el nivel de progesterona ha descendido ,

+ Y alrededor de 24 hrs. antes del pico de LH.

CHENAULT et al., (1975), sefalan el pico de EZP , coincidente con
el de LH, con un nivel de 7,4 pg/ml, que desciende a 2 pg/ml a las 14 hrs.

después, sefialando otros incrementos los dias 9 y 12.

En este articulo se sefiala también la relacidn entre descenso de la
progesterona y comienzo de la elevacidén de EZP , hasta el pico de LH, pero no es
t4 demostradoque la elevacidn de Ezﬂ , quede reflejada en un solo pico, queda
adn por determinar (THIBIER y SAUMANDE 1975). Estos autores encuentran para el
Ezij, un nivel de base de 0-5 pg/ml.y un pico preovulatorio de 15-30 pg/ml,
aprecidndose una secrecién episédica, con fluctuaciones previas al pico de
LH y a los sintomas de celo, pero s6lo cuando la progesterona ha descendido =2
menos de 2 ng/ml. en este sentido concuerdan con DOBSON (1978) el cual en-
cuentra que las concentraciones de Ezﬁ son significativamente mayaresde -20
a 0 horas (hora 0, pico de LH) que de + 4 a + 20 hrs. sin aparicién de un pi-
co preovulatorio claro;con fluctuaciones sin subidas ni caidas bruscas vy ;

niveles a -12 hrs. de 15 pg/ml y a + 20 hrs de. 5 pg/ml.

Esta revisién bibliogréfica sobre niveles de estrdgenos durante el

ciclo sexual de la vaca puede quedar resumida en los siguientes puntos:

1.- E1 E2[5, es el Unico estrdgeno cuyas concentraciones en la sangre peri-

férica reflejan la actividad folicular.

2.- A pesar de que en el liquido folicular algunos autores hayan determinado

la existencia de E1 y Eim , sus variaciones en la sangre periférica no mues-
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tran relacién con las diferentes fases del ciclo ovérico.

3.- Existe un claro incremento de la concentracién de EZP , durante el dia an-
terior al celo y el dia del celo, con una concentracién mdxima pocas horas

antes del pico de LH,

4.- Los trabajos de mayor rigor técnico, con purificacién cromatogrifica: y
anticuerpos especificos reflejan unos niveles basales de EZP de § pg/ml y ni-

veles miximos de 15-25 pg/ml, segin los distintos autores.

5.- La secrecidn de Ezﬁ , es epis6dica con fluctuaciones sin un pico neto preo

vulatorio.

6.- E1 Ezﬁ sdlo aumenta cuando la progesterona ha descendido a niveles infe-
riores de 2 ng/ml. {luteolisis avanzada). Seria esta combinacién de descenso
brusco de la progesterona e incremento del Ezp , la gue induciria la descarga

del pico preovulatorio de LH, mediante un efecto "feed-back".
. 1

7.- Los incrementos de Ezp , entre los dias 4 al 10 del ciclo, sefialatdos por
algunos autores, son muy variables y parecen el reflejo de ondas de crecimien_
to folicular, que corresponden principalmente a la secrecidn de los foliculos

de tamario superior a los 8 mm. de didmetro.

2.4.2.~ Niveles de estrdégenos en la superovulacién:

Desde hace tiempo la produccidn de dvulos fecundados es un pre-requi

sito para la aplicacidn de la transferencia de embriones en la vaca.

Las preparaciones hormonales de gonadotropinas han sido las més co -
munmente utilizadas para inducir la supercvulacién (CASIDA et al., 1943) y en
la actualidad principalmente la PMSG (gonadotropina sérica de yegua gestante)
por sd larga vida media, bajo coste, y disponibilidad en el mercado [SAUMAN_

DE 1977).

Las dosis adecuadas de esta hormgna han sido ampliamente estudiadas,
existiendo una correlacién entre la respuesta ovdrica y la dosis de FMSG em-
pleada (MAFEZ et al, 1963), aungue la respuesta sea dependiente de un factor

individual.



Estos primeros trabajos de induccién de la superovulacién en gana-
do vacuno pdber, indicaban dosis de PMSG entre 2000-2500 U.I. en los trata-
mientos el dia 16 6 18 del ciclo,ya sea con PMSG s6la o combinada con LH o

HCG el dia del celo (SCHILLING y HOLM  1S63;.pPEREZ GARCIA, 1979).

Teniendo estas técnicas una gran variabilidad en la respuesta la

combinacién de PMSG con Prostaglandina F_of [PGFZd ) 6 sus andlogos (clopros

2
tenol) permitieron una mayor sincronizacién de la ovulacién y mejora de la

respuesta.

Los trabajos preliminares de ELSDEN et al., (1974) utilizando 1500-
2000 U.I. de PMSG vy 48 horas mds tarde PGFé% demostraban una respuesta su-
perior, tanto en términos de animales ovulando, como en la tasa de ovula-

cidén de los que responden.

Con éste mismo métaodo PHILLIPPO y ROWSON {1975) obtuvieron una ma
yor efectividad y grado de sincronizacién cuando se trataba a los animales
el dia 8 6 12 del ciclo, aungue segin MARIANA y NGUYEN HUY (1973), el trata-
miento con PMSG no altera la proporcidn de ios diferentes tipos de foliculos

en el ovario.

También la superovulacidén fué conseguida en la ternera pre-pdber
entre las 4 y 24 semanas de edad, con el uso de PMSG (3000 U.I. y LH & HCG
(JAINUUDEN et al., 1966) consiguiendo los mismos resultados que en animales

p&beres).

En la superovulacién en la ternera son muy significativos los traba
jos de TESTART et al., (1977) el cual utiliza PMSG y HCG y un tratamiento pre
vio durante cuatro dias con esponjas vaginales impregnadas con un progestégg

no FGA (acetato de fluorogestona).

Con estos métodos de PMSG / HCG y PMSG / FGA /HCG, obtienengran ni-
mero de ovulaciones en terneras de tres meseé de edad, con 60 mg de FGA y

1800 U.I. de PMSG (SAUMANDE y TESTART, 1974).
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En cualguiera de los tratamientos en animales piberes e impdaberes
la respuesta ovdrica es muy variable por la propia capacidad individual de
respuesta del ovario a la PMSG. De un lado la relacidén dosis de PMSG - respues
ta no es lineal, ya que N0 todas las razas de vacuno tienen la misma sensi-
bilidad a la PMSG y dentro de una raza la sensibilidad individual es diferen
te, segin el estado ovdrico el dia de la inyeccién de la gonadotropina (SAU_

MANDE 1977).

La variabilidad en el ndmero de ovulaciones como respuesta al tra

tamiento de superovulacidn con PMSG, fué estudiada desde el punto de vista

- de las diferencias en los niveles hormonales en cada individuo.

El E2[3, habia demostrado ser el mejor reflejo del crecimiento fo
licular en el ciclo sexual del animal adulto (HENRICKS et al, 1971) (GLEN_
CROSS et al 1973). Sus niveles también se intentaron relacionar después del

tratamiento superovulatoria con el ndmero y calidad de las owulaciones.

HENRICKS et al.(1973) y LEMON y SAUMANTE (1972), demostraban que
tanto los niveles de Ezp como los de la progesterona, tenian una alta corre-
lacién con la tasa de ovulacién después de un tratamiento con 1600-3200 U.I.

de PMSG el dia 16 del ciclo.

HENRICKS et al., (1973), determinando estrégenos totales demostra-
ban también una alta correlacidn entre los niveles de estas hormonas, tasa de
ovulacién y dosis de PMSG. tos niveles de estrégenos eran mdximos durante
el celo con concentraciones de 36 pg,/ml con una caida brusca 12 horas mds
tarde. Para este autor no existe correlacién entre el nimero de ovulaciones

y el mdximo nivel de LH durante el celo.

Esta falta de influencia de la dosis de PMSG sobre la secrecién en _
dégena de LH, ha sido tambien descrita por HALLFORD et al., (1975). Estos auto
res si encuentranuna relacidén entre niveles de EZﬁ y ndmero de cuerpos ldteos

el dia 12 del ciclo con valores de 17,7* 4,2 pg/ml.
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SAUMANDE y PELLETIER (1975), encontraban ‘también una correlacién
entre la concentracién méxima de Ezp , antes del pico de LH con el ndmero de
owulaciones ( r = 0,78, P<0,01), confirmando que la concentracién en el
plasma periférico de E2[} , con niveles superiores a 105»40 pg/ml, antes del
pico de LH, reflejaba el nimero de foliculos en condiciones de ovular segdn
habia sugerido HENRICKS et al., (1973). Para estosautoressin embargo, el
pico preovulatorio de LH estd correlacionado con el nimero de ovulaciones des
pués de la estimulacién con PMSG, aunque los niveles basales no se encuentren

afectados (SAUMANDE 1978).

En sus trabajos inciales SAUMANDE y TESTART (1974}, describian
que en el animal prepldber no habian podido demostrar una estrecharelacidén
entre el nimero de ovulaciones y el nivel de Ezﬁ como se habia demostrado en
el adulto. En este trabajo aparecen las concentraciones méximas de Ezﬁ , al
rededor de las 130 horas después del comienzo del tratamiento, 34 hrs. des-

pués de la eplicacidn de PMSB con valores de 150 a 2050 pg./ml.

5in embargo en un trabajo posterior TESTART et al., (1977) utilizan
do en animales prepdberes el mismo tratamiento FGA-PMSG encontraban una rela-
cidn cuantitativa entre la concentracidén de E2p , en el plasma y el namero
de folicules que ovulan, con niveles méximos de 41-502 pg/ml., coincidiendo

con las picos preovulatorios de FSH y LH,

SAUMANDE y MARIANA (1976), no encontraban ningin pardmetro en la
curva qe EZB , administrando PMSG sola, que tuviera una relacién estricta con

el ndmero de foliculos de mds de 5 mm. presentes en la superficie del ovario.

Determinando los niveles de estrdgenos totales no conjugados des-

S ,48 hrs. més tarde, BOOTH et al., (1975)

encontraban niveles de estrdgenos de 264 pg/ml, en los animales con una alta

pués del tratamiento con PMSG y PGF

tasa de ovulacién, 16 6 mds ovulaciones durante los dias 3 y 6 después de la
ovulacién, sugiriendo que esto era debido a la produccid de foliculos anovula-

res, que continuaban siendo secretores.
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Con una frecuencia en las tomas de muestras de sangre-de 2 hrs. a
partir de la inyeccién de PMSG, con un hétodo de superovulacitn PMSG/PGFéi y
SAUMANDE (1980) describia como la concentracién de Ezfl, se incrementaba
a partir de las 24 horas de la inyeccién de PMSG, siendo mayor en los anima-
les con mayor tasa de ovulacidn, existiendo una correlacidén de r = 0,90 con
el nivel mdximo preovulator%o, descendiendo los niveles rdpidamente en 24-

36 horas.

5610 en algunos animales se observaba un incremento posterior con
un méximo el dia 3 después de la owulacién (226 pg/ml y 75,2 pg/ml,) (SAUMAN_
DE 1978). Este incremento ya habfa sido observado por BOOTH et al., {1975)
en todos los animales de su experiencia, pero para SAUMANDE (1978), mds que
debido a la presencia de foliculos anovulares, la causa, vendria por un efec
to a largo plazo de la PMSG, por su larga vida media y por su accidn sobre

toda la poblacién folicular (SAUMANDE 1980).

El pico preovulatorio de LH ocurre 44,0 b 4,9 horas después de la
inyeccidén de PGFéd , con el sistema PMSG/PG de acuerdo con los trabajos de
PHILLIPPO y ROWSON (1975), sin embargo en animales no tratados con PMSG, el
pico preovulatorio de LH aparece 20 horas mds tarde, es decir a las 64 horas
después de la inyeccidn de PGFZd . (DDBSON et al., 1975). Este mismo inter-
valo aparece entre inyeccién de prostaglandina y comienzo del celo (48-72 ho
ras).(COOPER y ROWSON 1975) 6 60-72 horas (DELETANG 1975). En cualquier caso
el intervalo entre el comienzo de la luteolisis y el pico preovulatorio de
LH, es mé&s corto que en el ciclo normal o después del tratamiento con PGFéx

s6la. El significado de esto es adn desconocido.

Los sistemas de valoracién de la respuesta a la PMSG siguen sienqo
estudiados, pero a medida que las dosis de PMSG aumentan, la variabilidad en
la respuesta es mayor (SAUMANDE 1978). No han sido estudiadas otras hormonas
aparte del Ezﬁ , Que pueda tener relacidén con el ndmero de ovulaciones y por
tanto reflejo en la actividad folicular. Por el momento después de la inyec-

cién de PMSG no existe un método para predecir la respuesta.



3. MATERIAL Y METODOS
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3.1.- MATERIAL

Aparatos

El contaje de las radiaciones correspondientes al BH se realiza
en dos contadores de centelleo liquido modelos, "Liquid scintillation system.
Isocap 300. Searle Analytic Inc. y "Liquid scintillation spectrometer. Packard

3255. Tri-carb system".

Se utilizaron dos centrifugas refrigeradas para la separacién de

fracciones libres y ligadas modelos J-6 Beckman y RC3B Sorvall.

€1 cdlculo de resultados, para la determinacién de concentraciones
en cada una de las muestras después del andlisis, se efectla en un computador

programable Hewlett-Packard modelo H-P 9815 A.

Animales

Para la preparacidn de anticuerpos antiestrdégenos se utilizaron
4 conejos de raza Neozelandesa, de seis meses de edad, alojados en jaulas in

dividuales con una alimentacidn "ad libitum”,

En la experiencia relativa al estudio de las concentraciones de es-
trégenes durante el ciclo sexual, se utilizaron 10 vacas de raza Frisona (Fri
sone+Pie Noire). Para la determinacién de los niveles de estrégenos en hem-
bras sometidas a superovulacidn se utilizaron 9 novillas de la misma raza de
18 meses de edad. Todas estas %embras presentaban una actividad ovérica ci-

clica, con celos regulares y sin antecedente patoldégico alguno.

Material fungible de laboratorio

Como material especifico para la puesta a punto de la técnica radig

inmunolégica de determinacidn de estrdgenos en el plasma, se emplearon:
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Tubos cdnicos de 60 ml con tapon esmerilado para la extraccién,

tubos conicos de 30 ml para la evaporacién, microcolumnas Bourseuil 6-6,5/
/240 para cromatografia y viales y tubos de polipropilero de un volumen de
0 ml y 3 ml. respectivamente para contaje en el contador de centelleo 1i-

quido.

Reactivos
En la reaccién inmunolégica se han utilizado tres anticuerpos di

ferentes de los cuales se describen sus caracteristicas y reaccidén cruzada:

* Anticuerpo anti- 17f estradiol no especifico, obtenido por inmu-
nizacién en la oveja con el antigeno Estrona-17 - Carboximetiloxina - BSA.
Se utiliza a una dilucidén final de 1/180.000. Con la referencia 8154—1. Ce-

dido por el Dr. Adeline de la "Foundation Recherche Hormonologie" (Francia).

Presenta las siguientes reacciones cruzadas:

*

E, E = 100% E, Ezfi = 100%
" EP = 115 " E, = 50%
" Ezd = a0% E3 = 7%
"B, = 0% . €, < 0,5%
" E, < 0,5%

Anticuerpo anti-estrona especifico, obtenido por inmunizacién en
oveja con el antigeno "Estrona-6-carboximetiloxima - BSA" y referencia 235553
a una dilucién final 1/3000, cedido por el Dr. Adeline de la "Foundation Re-

cherche Hormonologie" {Francia).

Presenca la siguiente reaccifn cruzada:

52(5 < 0,50%
E3 < 0,10%

£, < 0,100
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Anticuerpo anti-estradiol-17/3 , especifico, obtenide ﬁor inmuni-
zacién en el conejo con el antigeno "Estradiol-178 - 6 - ceto-carboximetilo
xima — BSA" y referencia L4386 a una dilucién final 1/240.000 cedido por el
Or. M. Terqui de la "Station de Physiologie de la Reproduction del INRA en

Nouzilly (Francia).

Presenta la siguiente reaccién cruzada, segin Dray et al., 1971

Estradiol - 17 100
. 6-ceto-estradiol-17f 12,3
16-ceto-estradiol-17f3 1,3
Estradiol - 17« 0,88
2 - metoxi- estradiol-17f3 0,09

Estradiol - 17 glucosiduronato .. 0,38

Estrona 0,7
16 ~hidroxi-estrona 0,42
Sulfato de estrona 0
2-metoxi-estrona o}
16-epi-estriol s
Estriol . 0,52
17-epi-estril 0
16, 17-epi-estriol 0
A'6-estratetranol 8]
Hexoestrol 0
Dietil-estilboestrol 0
Dienestrol 0
3p, 173 , diol-androstano 0
Testosterona 0
Progesterona d

Para la separacidn de fracciones libres y ligadas por el método de
inmunoprecipitacién se ha utilizado - globulinas de conejo y SMAL, (Serum du

mouton anti lapin). Cedidas por el Dr. M. Terqui asi como SMAC (suero de -
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morueco anti conejo) obtenido por nosotros.

a) Preparacién de anticuerpos antiestrdgenos
Se han utilizado los siguientes productos:

Antigeno, "Estrona - 17 hidrazona - BSA". Cedido por el Dr. M. Terqui.
Adyuvante completo de Freund. "Adyuvant complete Freund" de Laboratories
Difco.

Tween B80. Sigma Chemical Company.

Toxoide de vacuna tosferina Perthusis del Institgto Llorente S.A.
Clorhidrato de prometacina, Fenergan de Rodhia Iberica S.A.

Albamina serica de buey. ("Albumin bovine. Sigma Chemical Company”).

b) Técnica radioinmunoldgica de determinacidn de estrogenos.

Se han utilizédo los antigenos marcados siguientes:

Destradiol (2, 4, 6, 7 - 3H). 90-115 Ci/mmol. New England Nuclear

Oestrore (2, 4, 6, 7 - 3H). 85-105 Bi/mmu}. New England Nuclear

Oestradiol - 17« (2, 4, 6, 7 - 3H). 90-115 é-i—/-;n;nol. New England Nuclear.
Oestradiol (2, 4, 6, 7 - 3H). 85-110 Ci/mmol. Radiochemical Centre. Amersham.

Oestrore (2, 4, 6, 7 - 3H). 80-110 Ci/mmol. Radiochemical Centre. Amersham.

0

Esteroides utilizados como antigenos no marcados o frios:

172 - estradiol. Steraloids INC . Wilton N.H.
17c¢ - estradiol "
16 —~ hidroxiestrona "
16 - ceto - estradiol "
6 - ceto - estradiol "
16 - epi - estriol "
Dierestrol

Dietil - estiboestrol ' "
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Estrona. Merck

Estriol. Merck

Testosterona. Merck

Colesterol. Merck

6 - dehidroestrona. Sigma Chemical Company.

Progesterona.

Los disolventes organicos utilizados en la extraccién han sido:

Diclorometano. Merck
Eter etilico. "Diéthyle oxide. R.P. Normapur". Prolabo.
Benceno. Merck

Etanol absoluto. Merck

Comp enzimas se han usado:

Extracto de "Helix pomatia". Actividad glucoronidasa y sulfatasa. Industrie

biologique frangaise.

HSD. Hidroxi-steroid-dehidrogenase. Preparacidén enzimdtica de "Pseudomonas

testosteroni". Type I. Sigma.

Como cofactor en la reaccidn de oxidacidén se utilizan DPN: ( ~Ni

cotinamide adenine dinucleotide). Sigma.

En la cromatografia se utiliza Sephadex LH-20 . "Pharmacia Fine -
Chemicals".

Para la separacién de fracciones libres y ligadas, por el método
de absorcidn con carbdn-dextrano se hanutilizado: Norit A ("Nutritional

Biochemicals Corporation")yDextrano ("Dextran T70. Pharmacia Fine Chemicals").
c) Tratamiento de superovulacién.

PMSG. Gonadotropina sérica de yegua gestante. Drganon. Batch n? V5
Cloprostenol. Andlogo de prostaglandina - Féx . Estrumate. ICI. Imperial -

Chemical Industrie.
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Soluciones

TAMPON FOSTATO:

Para 1 litro de solucién:

5,38 g. NaH2

16,34 g. Na,HPO,

POa. (Merck)

9 g. NaCl "
1 g. Azida de Na "

1 g. Gelatina "

Es preciso disolver la gelatina en caliente antes de afadirla a -

la mezcla, ajustando el pH a 7 con NaOH concentrada y conservarla a +49C.

TAMPON ACETATO:

Tampdn - Acido acético / Acetato sédico.

120 ml. de &cido acético, se agrega agua destilada hasta completar 1 1. (so-
lucién 2 M).

272 g de acetato sddico, se agrega agua destilada hasta completar 1 1. (so-
lucién 2 M).

Mezclar voltmen a voldmen y ajustar el pH a 4,8 con sosa concentrada (10 M).

TAMPON CARBONATO

Se prepara con 4,2 g. COH Na, 5,3 g. CO Na2 completando hasta

3 3
1000 m) de solucién. Seguidamente se hace pasar 002 en la solucidn para -

ajustarlo a un pH 9,1, i

N
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LIQUIDO DE CENTELLEQ:

-ag PPO (2,5 - difeniloxazol) Packard
~ 40 mg Dimetil POPOP. Packard

Diluir en 1 1. de tolueno

3.2. METODOS

3.2.1.- Preparacién de anticuerpos antiestrdgenos

El antigeno es diluido en suero salino a una concentracién de 1 mg/
ml., prepardndose suficiente cantidad de antigeno para todo el periodo de in

munizacidn.

A 4 ml de la solucién de antigeno se afaden 4 ml. de adyuvante
completo de Freund y 0,4 ml de Tween 80 como emulgente. Vertiendo con erer_
yiacada uno de los componentes con dos jeringuillas en un vial varias veces

se obtierne una emulsidn permanente, que serd inyectada a los conejos.

A cada conejo se inyectan 2 ml. de la emulsidn, correspondiente a
1 mg. de antigeno,en la regién costal y escapular, después de depilar y desin

fectar con una solucidn alcohdlica de iodo.

tas.inyecciones se realizan con jeringas de insulina de un sélo use
por via intradérmica, repartidas en 30 & 40 puntos diferentes. A continua-
cién se inyecta por via subcutdmea, 1 ml. de toxoide de vacuna tosferina para

estimular la reaccién immunolégica.

Fara conseguir una subida mds répida del. nivel de anticuerpos, se
administra por via intravenosa, transcurridos dos meses de la inmunizacién,

1 mg de antigeno diluido en solucién salina.

La inyeccidn se hace en la vena marginal de la oreja, previo trata-
miento con 5 mg de clorhidrato de prometacina para evitar posibles shocks ana_

fildcticos.
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Como esgquema de inmunizacidn se sigue el siguiente:

Semanas de
inmunizacidn.
15 . 8 . 15

12 3 4 5 6] ? 8 lg 10 1 12 13 14 15 16 17

LI I 1 T 1 I [ |
ID 10 ID IO ° Iv ID I 10 1ID

I.D. Inyeccién intradérmica
I.V. Inyeccidn intravenosa

T.S. Toma de sangre

A cada conejo se le inyecta 1 mg. de antigeno semanalmente durante
4 semanas por via intradérmica. A los 28 dias de la dltima inyeccidn se le
inyecta 1 mg. de antigeno por via intravenosa. A los 14 dias se vuelve a ad-
ministrar una inyeccidén intradérmica semanal durante 4 semanas. Pasado un mes
se pueden realizar inyecciones mensuales de recuerdo en el caso de guerer man

tener o elevar el titulo del antisuero en los animales.

Las tomas de sangre se realizan a los 15 dias de cada inyeccidn -

salvo en el caso de la inyeccidn intravenosa que se hace a los 5 dias.

La sangre se recoge de la vena marginal de la oreja, mediante pun-
cién de la misma y acoplamiento posteior en la oreja de un sistema de vacio
con lo cual la sangre se puede recoger en un tubo. De un conejo se pueden re
coger hasta 50 cc. La sangre obténida se deja a temperatura ambiente uma no-

che y el suero aobtenido se centrifuga.

Este suero se diluye con tampén fosfato al 1/10 y se procede a su
saturacién con BSA, para evitar posibles interacciones entre al antisuero y
las proteinas plasmaticas. Para saturar el antisuero se afaden 5 mg de BSA
por cada ml. de solucién, y se deja incubar 24 horas a 49C; a continuacidn se
afiade 1 mg. de BSA para ctada ml. y se deja reposar media hora a temperatura -

" ambiente.

La conservacién del antisuero puede realizarse en congelador a -159C
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o mediante liofilizacidn.

En cada muestra de sangre se determina el titulo y especifidad para
apreciar su evolucidn. Se realizaron 6 tomas de sangre en las semanas 3,

6, 8, 2y 11, 13 y 15 del cuadro de inmunizacién.

El titulo del anticuerpo se determinaba incubando diferentes con-

[ R R
t i d ti desde 1/100 1/ 16 —_ _— —, T
centraciones de antisuero desde 1/ a 1/16000 { 00’ 500" 1000 3000,
1 1, 1 , con urma cantidad fija de estrona marcada ( E1, 5000

4000° 8000 10000
cpm), durante 24 horas a 42 C.

La separacidn de fracciones libre y conjugada se hacia mediante
adicién de 1_m1. de una suspensidn de NORIT A - dextrano que contenia 125

mg de NORIT A y 5 mg de dextrano.en 200 c.c. de tampinfosfato.

Después de la centrifugacidn se cuenta con el contador de cente-
lleo, el estrégeno marcado que se ha ligado al anticuerpo, definiéndose el
titulo del mismo como aguella concentracién gue es cepaz de captar el S50%

de la radiactividad total presente en el medio.

La especificidad sehadeterminado por la reaccién cruzada (H.C) del
anticuerpo con distintos esteroides, y utilizando en todos los casos como es

teroide marcado la estrona.

Para determinar la reaccidn cruzada se hacia reaccionar el anti-
cuerpo a valorar con un esteroide (x) problema y una cantidad conocida del

x *
esteroide especifico marcado (S ) en este caso la E1.

Tomando arbitrariamente la reaccién cruzada del esteroide (S) como
del 100%, el tanto por ciento de reaccidn cruzada con un esteroide (x), ven—
dré determinado por la férmula:

Masa de esteroide (S)gue se necesita para desplazar el 50% de s*

R.C. =
Masa de esteroide ({x) que se necesita para desplazar el S0% de (S°)
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3.2.2. Puesta a punto de la técnica de determinacidén de TE1. TEZG , TEéd

Hidrdlisis de estrégenos conjugados: Para realizar la hidrélisis
de los entrégenos conjugados a grupos, glucurono y sulfato, se sigue un méto
do enzimdtico, utilizando una preparacién a base de extracto de moluscos

(Helix pomatia) con actividad glucuronidasa y sulfatasa.

La hidrélisis se realiza en medio &cido, diluyendo el extracto en

tampdn acetato(pH 4,8,)a distintas concentraciones (5%, 1%y 20%).

A 5 ml. de plasma se afiaden 0,5 ml.de esta solucidn, dejando incu-

bar una noche a 37°C,

Extraccidén: Para la extraccién de los esteroides libres, presen-
tes en el plasma, se utiliza el éter etilico, previamente destilado, con
un volimen 6 veces superior al de la fase acuosa. Se agita en un agita-
dor vibrador durante 30 segundos, recuperéndose la fase orgénica por decan-

tacién después de congelar la fase acuosa.

Cromatografia: La cromatografia para separacidn de los diferentes
estrdégenos, se realiza en microcolumnas de Sephadex LH 20 de 4 mm. de did-

metro, y tres longitudes diferentes: 5 mm, 6 mm. y 8 mm,.

~Se utilizan dos sistemas de solventes: benceno/ etanol 85/15 (v.

v) y 95/5 (v.v).

E1 Sephadex se dejaba durante 24 horas en contacto con el solvente
y a continuacién era depositado en la columna la cual habia sido previamente

taponada con algodon de vidrio.

El extracto que contenia los esteroides era depositado en la colum

na en dos mifdes con un voldmen de S0 Pl cada vez,

A continuacién se pasa el eluyente por la columna y se recogen
las fracciones correspondientes de cada uno de los estrdgenos a determinar.
El pico de estronaaparecia entre los 700 y 1200 Pd' y el de éstradiol entre
los 1400 y 2000 Pﬂ‘
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Oxidacidn enzimdtica: Al no poder separar mediante la cromatogra-—
fia los isbémeros Ezp y Ezd , realizamos una oxidacién enzimdtica, que permi-

te la trasformacién del 17P - estradiol en estrona.

Se utiliza un enzima preparado a partir de bacterias que oxidan
especificamente la funcidn 173 (HSD: Hidroxi-steroid —-dehydrogenase) en pre-

sencia de un cofactor (DPN: Difosfopiridin-nucledtido).

Se probaron diferentes concentraciones de enzima y de cofactor par

tiendo de las obtenidas por ATTAL (1970).

Solucidn de cofactor,(Sol. A): 34 mg.de DPN en 10 ml.de tampdn car

bonato.

Solucién de enzima (Sol. B): 50 mg de HSD en 10 wl de tamponcarbo-

nato.

Al residuo seco que contiene la fraccidén de Ezp + Ezd se afaden 0,6
ml.de la solucién A (2,04 mg de DPN) y 0,5 ml de la solucidén B (2,5 mg de

HSD), y se deja incubar 2 horas a 379C.

La efectividad de la transformacidn enzimdética se comprobd, varian-

do el tiempo de incubacidn asi como las concentraciones de enzima y cofactor

Mediante una segunda cromatografia en las mismas condiciones que
la primera, se pueden separar las nuevas fracciones E1 que corresponden al
EZﬁ oxidado, y la fraccidn estradiol gue corresponde al Eéu que ha guedado

sin trasformar.

Reaccign inmdnolégica: A cada tubo de andlisis se anaden 100}u1
Jdel antigeno no marcado o frio, sea pertermeciente a la curva standard o a
las muestras problema, 1ODP1 con el anticuerpo a su dilucidn correspondiente
y 100 Fl con el antigeno marcado. E1 voldmen final de incubacidn queda por

tanto en 300 Fl’ realizdndose esta toda la noche a 4°C.

Separacién de fracciones libres y ligadas: La separacién de las
fracciones libres, correspondiente al antigeno que no ha gquedado unido al an
ticuerpo, de las conjugadas, se realiza mediante la adicidén de una suspensién

de carbdn-dextrano.
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Se utilizan dos concentraciones diferentes de carbdn: 125 mg y
62,5 mg éon S5 mg de dextrano en 200 ml, de tampény de esta suspensién se ana-

de a cada tubo 1 ml,

Después de un tiempo de contacto de 10 minutos los tubos son cen-

trifugados a 4000 r.p.m. durante 20 minutos.

Cualquiera de las fracciones libres o ligadas pueden ser medidas. la frac
.cidén libre queda en el fondo del tubo, habiendo sido absorbida por el car-
bén yla fraccidén ligada queda en el sobrenmadante, pudiendo ser recuperada -
por decantacidn o por pipetaje de una fraccién alicuota; esta fraccién -

es pasada a un vial de polipropileno, se afade el liquido de centelleo y

se valnré en cpm, mediante el contador de centelleo liquido,
Andlisis de resultados:

Los cdlculos son efectuados con la ayuda de una miquina de calcu

lar programable.

Para una mayor facilidad de cdlculo, la curva "standard" es linea-
rizada mediante un sistema logit/ln, como se muestra en la figura 7. De
esta forma la curva puede ser introducida en el programa de la calculadora
definida como ecuacién de una recta. El cdlculo es efectuado en B/T, donde
B es la radiactividad ligada al anticuerpo y T la radiactividad total ("stag

dard” del andlisis m&s "standard" de la recuperacién).

Y1, Y2: cpm en los tubos de andlisis

Bd : ruido de fondo del andlisis

Bc : Ruido de .fondo del contaje -

T : "Standard" de'radiactividad del andlisis

C : "Standard" de radiactividad de la recuperacién
X : cpm de la recuperacién

I5) : Voldmen a analizar

% ¢ Volumen contado en la recuperacidn

w : Voldmen recogido en el tampén
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di : Dosis en el tubo de andlisis
E : Masa de estrdégeno correspondiente al "standard" de recupéracién
\ : Volimen de plasma extraido

El esguema de los datos introducidos en el programa y los cdlcu-~

los es el siguiente: (Yf—Bd) + (Yz—Bd)

Radiactividad ligada B 2
A = a
T-Bd B
Radiactividad total (1-8d) + [(x—Bc) x /°‘J
A
Logit A = 1In A
Podemos calcular la dosis "di" del esteroide en el tubo de andli-

sis gracias a la recta patrén: logit B/T = f {1n dosis).

Luego la dosis x en el volimen de plasma extraido serd:

r

C - Bc - E x 1

(x—Bc) X w
C J

Porcentaje de recuperacién:

Este porcentaje viene determinado por las pérdidas habidas a lo lar

go de la manipulacién, en cada una de las etapas de la técnica.

Previamente a la extraccidn se afade a cada muestra problema de
plasma, 100}11 de una solucidn de hormona marcada que contiene alrededor de

1000 cpm.
Para estudiar las pérdidas vamos midiendo la radiactividad que que
da en cada uno de los tubos, después de pasar por cada una de las etapas.
Valor blanco.

El valor blanco, viene determinado por la influencia de los reacti
vos y sustancias que intervienen en la técnica, los cuales incrementan el va-

lor real de la hormona a determinar.
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Para bacer un estudio de él se parte de cada uno de los reactivos
el cual es analizado como una muestra problema. Se realizé un andlisis sis-
temdtico de cada uno de ellos, especialmente los solventes para la extrac-
cién, la preparacidén enzimética para la hidrdlisis, y la preparacién de en-

zima y cofactor para la oxidacidn del 17/> - estradiol.

Sensibilidad.

Dentro de la sensibilidad, distinguimos la sensibilidad de la cur-

va 'standard"y la sensibilidad del andlisis.

La sensibilidad de la curva 'standard”se define, como la variacién
minima que hay que afiadir a uma cantidad GO, para conseguir resultados es-

tadisticamente diferentes.

Dado el valor conocido G1, el valor a determinar G2 deberd cumplir

la siguiente ecuacidén:

62 ~ G1 > 2t s \[E_
PV

En el que:

[ud
[}

Valor de la tabla de "student"
s = Desviacién standard

pendiente de la curva standard

~F
[}

n = nimero de medidas por punto

Este cdlculo 82 - 81 se realiz4 para cada uno de los puntos de la

curva standard desde 0,78 a 200 pg.

La sensibilidad del andlisis es definible como la mds pequefia dife_
rencia cuantitativa entre dos muestras, que dén resultados estadisticamente
diferentes., Esto también ha sido para cada una de las concentraciones posi-

bles en las muestras desde 0,78 a 200 pg.
Especificidad:

Mediante el estudio de la especificidad, se determina si en el and

lisis se mide otro esteroide distinto del que nos interesa.
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Se han utilizado dos criterios para verificar la calidad del andli
sis:
a) Estudio de las reacciones cruzadas. El método empleado ha sido descrito pre

cedentemente para cada uno de los antisueros utilizados.

b] Estudio de los valores encontradaos en volimenes crecientes de plasma. Este
test permite asegurar que ningln producto presente en el plasma (esteroide u

otro) interfiere en el andlisis.
Exactitud y precisidén:

Para apreciar estos dos valores seguimos dos métodos:

Medidas de cantidades conocidas de esteroides afiadidos al plasma y

medida de voldmenes crecientes de plasma.

El primer valor se determina afiadiendo a un plasma exento cantida-
des conocidas de los tretestrégenos, siendo la cantidad de plasma constante
para todos los andlisis (4 ml). La cantidad de esteroide medido en el andli
sis debe de tener un coeficiente de correlacién tedrico de 1, con la cantidad

afadida.
El segundo método de medida de cantidades creciente de plasma ha si
do descrito para la especificidad.

3.2.3. Niveles de estrdgenos en la vaca.

A.- Niveles de estrdgenos en el ciclo sexual

Se utilizan diez vacas de raza "Frisona", observadas rormalmente ci

clicas, con celos regulares y sin antecedente patoldgico alguno.

La deteccidn del celo ha sido realizada con un toro vasectomizado
que se situaba en presencia de las vacas dos veces por dia. El1 primer dia

que la hembra aceptaba la monta era definido como dfa O (DD).
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Se han realizado tomas de sangre diarias a partir del dia del celo

(01) y hasta el dia 6(06) del ciclo siguiente. i

La sangre era obtenida de la vena yugular en tubos heparinizados
(vacutainer) centrifugdndaose inmediatamente y el plasma recogido era conser-

vado a -152C hasta el momento del andlisis.

En todas las muestras se determinaban [E2[3), (TE1), (TE2{3) y

|
|
!

(TEzol ).

La determinacidn de Ezﬂ , Se realizaba mediante la técnica descri-
ta por TERQUI et al., (1973), y segdn la técnica modificada por THIBIER y SAU
MANDE (1975) y SAUMANDE y ANDRE (1975),

En la técnica de EZP , la sensibilidad es de 2 pg., el valor del
blanco estd por debajo del limite de deteccidn, y los coeficientes de varia-

cién intra e inter andlisis son respectivamente de % y 10,6%. ;

B.- Niveles de estrdgenos en la superovulacidns !

Se emplearon nueve novillas de raza frisona de 18 a 26 meses de edad,
normalmente ciclicas, con actividad ovdrica sin antecedente patoldgico algu-

no.

Estos animales recibian un tratamiento para provocar la superowvula
cién conlla siguiente metodologia: Una inyeccién intramuscular de PMSG el
dia 16 del ciclo (DO. dia del celo), de una dosis de 1200 U.I. a tres animaZ
les; 2000 U.I. a cuatro y 2400 a dos animales, con el fin de provocar dife-

rente ndmero de ovulaciones.

Cuarenta y ocho horas mds tarde, las novillas recibian una inyec-
ciédn intramuscular de 500}19 de un andlogo de prostaglandina de (Cloprostg

nol) para provocar la luteolisis.

La deteccidn del celo era llevada a cabo mediante un toro vasecto-
mizado. Se consideraba dia 0, & DU’ el primer dia que la hembra aceptaba la

monta.
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Se tomaron muestras de sangre cada 2 horas desde la inyeccidén

de PMSG hasta 24 horas después de los primeros sintomas de celo.

Las muestras de sangre eran recogidas de la vena yugular, en tubos
heparinizados, la sangre era centrifugada inmediatamente, y el plasma reco-

gido se conservé a -152C hasta el momento del andlisis.

El nimero de ovulaciones de cada animal era determinado, mediante
endoscopia, segin la técnica descrita por MARIANA (1969). La endoscopia
era realizada a los 9 dias de la inyeccién de PMSG contdndose el ndmero de

cuerpos luteos.

En cada muestra era analizada la hormona luteinizante (LH) siguien
do una técnica de radioinmuncandlisis con un antisuero anti LH-bovino y los
valores obtenidos se expresaron en ng de LH./NIAMDD n? 2 segin el método de

PELLETIER (1972). N

En la novilla n? 52, eran determinados en todas las muestras los
niveles de Ezﬁ ' TE2p , TE1 y TEzd . En las B novillas restantes estas
hormonas se median Unicamente en las diez muestras que enmarcaban el pico
preovulatoric de LH, teniendo en cuenta que es en este momento cuando exis-

ten las concentraciones médximas de estrdgenos.



. RESULTADOS
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4.1.- OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTIESTROGENOS -

4,1.1.~ Titulo.

Segin la metodologfia empleada el titulo vendria definido por la
concentracién de anticuerpo en la cual 0,1 ml.liga el 50% de 5000 cpm.
(9000 dpm) de ET / ( ~ 3 pg) de esteroide tritiado en un volumen total de
0,3 ml, con un tiempo de incubacidén de 24 horas a 492 C, separando las frac
ciones libres y ligadas por un método de absorcidn mediante carbdn-dextra—

no.

En los cuatro conejos de la experiencia el titulo mds elevado
corresponde a la muestra de sangre obtenida a los 5 dias de la inyeccidn
intravenosa. Sdlo el corejo n? 2 responde con titulos aceptables; por
esto las determinaciones de especificidad mediante la reaccidn cruzada

eran realizadas Unicamente en este animal.

La evolucién del titulo del anticuerpo a lo largo del periodo

de inmunizacidn aparece reflejado en la figura 1.

Como se puede apreciar en la figura el tituloc mas elevado, 1/5000,
corresponde a la muestra.obtenida a los 5§ dias después de la inyeccidn in
travenosa, descendiendo a los valores anteriores dos semanas m&s tarde.
Continuando con el sistema de inmunizacién descrito se puede conseguir la
misma tasa de anticuerpos, siguiendo las inyecciones intradérmicas. En la
Gltima muestra tomada en la semana 152, el titulo delanticuerpc 1/4200 se
acerca al limite de la obtenida después de la inyeccidn intravenosa, tenien

. do en cuenta gue la curva de. la evolucidn es ascendente.

4.1.2.~- tspecificidad .

La especificidad de los antisueros era determinada por la reac-
cién cruzada (R.C.), definiéndola como el grado de interferencia con otras
sustancias diferentes del estercide o esteroides que se quieren valorar.

il
v
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En la figura 2 aparecen los resultados de las curvas'standard'
(B/Bo) obtenidas para cada uno de los esterpides, en los que se ha deter—

minado la reaccidén cruzada.

El logit O (B/Bo = 50%) corresponde al punto donde la masa de

esteroide frio desplaza el 50% del esteroide marcado (E:).

La gama de esteroide frio utilizada era de 3,12 pg hasta 3200
pg.; la dilucién del anticuerpo era de 1/5000, 1/15000 dilucidn final. .
(Sedgun el veldmen de incubacidén de 0,3 ml) y la hormona marcada de 5000
cpm de 5”1 {9000 dpm).

Los resultados de la reaccién cruzada del antisuero con distin-

tos esteroides aparecen reflejados en el Cuadro I.

Se puede apreciar que la reaccidn cruzada mds elevada correspon
de 21 16-ceto-estradiol y la 16 -hidroxiestrona, y reacciones cruzadas
bastante inferiores con los estrdgenos mds importantes: 17/3 -estradiol

y 17 - estradiol, 27,04% y 20D,7% respectivamente.

4.2. PUESTA A PUNTO DE LA TECNICA DE DETERMINACION DE TE1, TEZﬁ y TEéﬁ

4.2.1. Realizacidén del andlisis,

- Hidrdlisis.

Buscamos la concentracidn enzimdtica minima necesaria para con-
seguir una hidrélisis completa (Cuadro II), entre 20%, 10% y Sh. Segin
Iqs resultados vemos que la concentracién del S% es suficiente tenienda
en cuenta que el pcrcentajg de hidrdlisis es, de hecho, superior a los va
lores del cuadro, ya que el porcentaje de no transformacidn, es en parte

debido a la ineficacia relativa de la extraccion.

También en el Cuadro II, se aprecia que la concentracién es efi
caz para las cantidades de producto a hidrolizar a pesar de las sustancias

inhibidoras gue eventualmente pueden estar presentes en el plasma.
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CUADRO I

RESULTADOS DE LA REACCION CRUZADA CON DIFERENTES ESTEROIDES OUOBTENIDA

PARA El. ANTICUERPO E1 ~ 17 HIDRAZONA-BSA.

Suero del conejo n? 2

Esteroides Dilucién final 1/15000 (%)
Estrona. 100~
17> - estradiol. 27,04
179 -~ estradiol, 20,7
Estriol, 13
6 - Pehidroestrona . X 17,3
16 - Hidroxiestrona, 65,14
16 - Ceto - estradiol. 71,4
6 - Ceto - estradiol. 1,13
16 - epi - estriol. 3,21
Dienestrol. < 0,01
Dietil-s2stilbcestrol. < 0,01
Testosterona . < 0,01
Progesterona . <0,01

Colesterol . . < 0,01
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Se realiza por tanto, la hidrélisis de estrdgenos conjugados
con 0,5 ml de una solucién de extracto de "Helix pomatia" al 5% en tam-
pon acetato pH 4,8. El tratamiento con carbdén activo permite reducir

pero no anular, el valor del blanco de la preparacidén enzimdtica.

El plasma sobre el que va a ser realizado el andlisis con un
volimen de 2 a 5 ml, se afade en tubos cdnicos de 60 ml. A continuacién
se agrega E: , E;ﬁ y E;d (alrededor de 1800 dpm en 100 Pl de fampén pa-
ra cada tubo) que servirdn a la medida de la recuperacién final. Des-
pués se afaden 0,5 ml de la solucidn de Helix pomatia al 5% en tampdn ace

tato. Los tubos se tapan, se agitan y se dejan en incubacién a 379C.

- Cromatografia.

Los resultados de la separacidn de los diferentes estrégenos

con cada tipo de columna y solvente, aparecen en la figura 3.

Se aprecia que la columna de 5 cm. (a) separa de una manera in-
suficente los dos estrdgenos y que la segunda de 8 cm. (b), da una buena
calidad de separacidn pero necesita mayores volimenes de solvente lo que
provoca una mayor duracidn de la cromatografia que es incompatible con

los andlisis en serie.

Ha sido pues necesario, buscar una solucién entre las dos:
Elegimos columnas de 6 cm. de longitud y ensayamos los dos sistemas de sol
ventes. En la figura 3 (c) se aprecia gue con la mezcla benceno/etancl
85/15 (v/v), la separacidn es suficiente siendo bajos los voldmenes de
solvente y con una separacifn rdpida (36-40 m) por lo que conservamos es—
tas condiciones, ya que la mezcla 95/5 figura 3 (d), no es satisfactoria,

por la larga duracidén de la elucidn.

Después de la extraccidn con éter aparecen numerosos lipidos en
particular pigmentos carotinoides. Hemos estudiado este punto para asegu-
rar que aquellos no tenian efecto sobre la calidad de la separacidn! Figu-

ra 4 {(a)) .
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FIGURA 4: a) Efecto de un extracto plasmitico sobre la separacién

de E’ y E_.
b) Comparacign de la elucién de Epf y Eyo
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Por otro lado tambien verificamos que el Ezd , necesita un vo-
lumen de elucidn igual al del Ezﬂ , en este sistema de cromatografia. A
pesar de que la separacién es la misma, el Ezd , comienza a salir un po
co antes gue el Ezﬁ , figura 4 (b). Para recoger las dos fracciones he-

mos ampliado ligeramente el voldmen recogido.

Por todo ello, la separacién de las fracciones E1 y E_, se rea-

2
liza sobre microcolumnas de Sephadex LH 20 de 6 cm de altura y 4 mm. de

didmetro. E1 solvente utilizado es una mezcla benceno/etanol 85/15 v.v.

- Oxidacién enzimdtica.

En el Cuadro III se desarrollan los resultados del estudio lle-
vado a cabo variando la duracién de la reaccidn y la concentracién de en
zima y cofactor, hasta lograr una transformacidn completa deE:Zﬂ a E1 per

maneciendo invariable el Eé&

Las condiciones utilizadas finalmente son:

Temperatura 379C, duracidén de la incubacién 30 minutos, concen-

tracién de DPN = 0,1 mg/tubo v concentracidn HSD = 0,25 mg/tubo.

~ Beparaci6n de fracciones libres y ligadas.,

En la figura 5 se reflejan los efectos que tiene sobre la curva
standard la variacidén en la concentracidn de carbon, como método de absor

cidn.

Intentamos reducir esta concentracidn, pero el porcentaje de
radiactividad libre,Ano absorbida, se incrementa. Es el 2% para las con-
diciones descritas y 4% y 9% cuando la concentracién es de 1/2 y 1/10 res
pectivamente. Se produce ademds una disminucidn de la pendiente de la cur

va standard lo que se traduce en una pérdida de sensibilidad (figura 5).

Como en todos las métodos, se puede medir la fraccidn libre o la

ligada. Después de la centrifugacidén, hemos intentado medir la radiecti-
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CUADRO III

DXIDACION ENZIMATICA DE E_f3 Y DE E_o EN DIFERENTES CONDICIONES DE DU_
AACION DE INCUBACION Y DE CONCENTRACION DE ENZIMA (HSD) Y COFACTOR (DPN).

a) Efecto de la duracién de incubacién.

Tiempo (mn) 120 60 30

% de Ezp oxidado 91,0 94,3 93,8
92,0 91,2 94,7
93,0 93,0 93,2

% de Ezu oxidado 69,0 52,6 41,2
71,0 53,4 46,6
70,3 53,0 45,0

. Concentraci6on HSD 1&
. Concentracién DPN. 1,

b) Efecto de la concentracidn de DPN

Concentracién DPN : 1 1/2 1/10 1/20
% de EZD oxidado 92,8 93,5 93,8 93,6
94,7 95,0 94,0 94,2
93,2 94,8 94,5 94,5
% de Ex oxidedo a1,2 34,5 15,4 11,3
46,6 34,6 16,0 1,2
45,0 33,0 15,3 11,6

. Duracién de la incubacién 30 mn,
. Concentracién HSD: 1,

c) Efecto de la concentracién de HSO .,

Concentracién HSD 1 1/2 1/5 1/10

% de E2 oxidado 93,8 94,6 95,0 54,2
94,0 94,0 96,0 96,0
93,0 95,3 94,5 95,2

% de E2 oxidado 11,5 9,2 4,4 3,1
12,6 8,3 4,7 3,2
11,7 8,1 4,6 3,2

. Duracidén de la incubacién 30 mn.
. Concentracién de DPN 1/20.

% La concentracidn 1 es la dacda por ATTAL (1970)
La temperatura de incubacidn es siempre a 379C-

!
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vidad depositada en el fondo, absorbida por el carbdn, pero ni el trata-
miento con un dcido concentrado ni el metanol permiten una buena recupera
cidén. En consecuencia la curva'standard’ obtenida era ce mala calidad, e-
sencialmente porque la pendiente de las curvas estaba disminuida, ( -0,127

y -0,928 frente a -0,033 y 0,319) (figura 6).

Por ello hgmos decidido medir la fraccién ligada en el sobrena-
dante que puede ser recuperada por decantacién o por pipetaje de una frac
cién alicuota. La decantacién es mds rdpida pero los valores obtenidos
para cada punto de la gama estdn muy dispersos, porque parte del carbén

se desprende del fondo.

En definitiva después de la centrifugacién, recuperamos 0,8 ml.
de sobrenadante que son llevados a un vial para medir en un contador de

centelleo liquido, anadiendo previamente el quuidolde centelleo.

El andlisis de resultados para la determinacién de cada una de
las concentraciones de estrdgenos en las muestras problema, se realiza

mediante una curvastandard, comprendida entre 0,78 y 200 pg.

El pofcentaje de "binding" para cada punto de la gama aparece

descrito en la figura 7.

En esta misma figura se refleja la linearizacién de la curva en
el sistema logit/log., con el fin de poder introducir las caracteristicas

de &sta en el calculador programable,
4.2 .2.- Tasa de recuperacién.

La tasa de recuperacidn al final del andlisis viene determinada
por las pérdidas habidas a lo largc.de la manipulacidén en cada una de las

etapas de la técnica.

Para estudiar las perdidas hemos medido la radiactividad que que

daba en los tubos después de cada etapa (Cuadro IV).
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Estas cantidades de esteroides, que quedan en el tubo después
de recogido el extracto con tampdn, alcanzan un 15%, aunque de hecho,
lo esencial de las pérdidas se produce en la etapa de cromatografia.‘
Para cada uno de los esteroides estudiados se recupera en la fraccién
seleccionada de un B0% a un 85% de la muestra colocada en la columna.
Hay gue signifiéar que cuando la E1, es pasada por la columna y esta
proviene-de una solucién acuosa, la recuperacién es sélo del 70%. La
diferencia con los resultados obtenidos cuando ésta se afiade con un ex
tracto plasmdtico parece debido al efecto protector de los esteroides
y/6 a los lipidos presentes en el extracto, ya que si hacemos pasar
el blanco ce agua sobre la columna, habiendo previamente afiadido un ex

tracto plasmdtico, la recuperacién vuelve a la tasa normal.

Después de las etapas de purificacién, se recupera el 7%
de TE1 presente al comienzo, 66% de TEZP y 66% de TEj« . Estos resul

tados aparecen descritos en el Cuadro V.

4.2.3.- Valores blancos.

Para reflejar las sustancias que tenian mds influencia hemos
hecho un estudioc sistemdtico de todos los elementos que podian afectar

a la calidad de la técnica (Cuadro VI).

Como se puede ver los dos principales responsables son la pre
paracién de "Helix pomatia" y el éter etilico cuya importancia ha podi -

do ser disminuida pero no anulada.

En estas condiciones se tenia que conseguir que el valor blan
co no afectara la calidad del andlisis, para lo cual comparamos una cur
va "standard" con otra, en la cual, cade una de las concentraciones de
la misma contenia el residuo de todos los productes que intervienen en
la técnica. Como se aprecia en la figura 8 el blanco afecta directamen

te a la curva “standard" y de una manera significativa a los resultados.

Para el Ezﬂ , analizado con un anticuerpo no especifico las

rectas son paralelas pero no confundidas, mientras que si lo son para
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CUADRG V

RECUPERACION EN EL ANALISIS.

Recuperacién total.

Muestra de partida,

100%
Extraccion,
Evaporacién.
94%
Cromatografia.
7% 52(5 (-:2« 8%
Oxidacién enzimdtica.
Extraccién,
Evaporacién.
77%
Cromatografia.
E 66
52(5 66% o %
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FIGURA B8: Efecto del valor blanco sobre las curvas "standard" *
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la E1. Para el Eéxlas rectas no son paralelas.

A pesar de que utilizando un anticuerpo especifico para la de-

terminacién de Ezpel efecto del blanco no seria sensible las curvas

’

"standard' han sido realizadas de la misma forma que para el resto.

La gama"standard’ ha sido siempre tratada como una muestra a fin
de que la comparacién de los valores desconocidos con los de referenci@
estén justificados. En estas condiciones, los resultados del blanco son

despreciables.

4.2.4.- Sensibilidad.

Se ha determinado la sensibilidad para cada punto de la curva
"standard" desde 0,78 pg a 200 pg realizandose el cdlculo (82 - G,).

Los resultados aparecen en el Cuadro VII.

Como se puede ver para el Ezp, la sensibilidad es buena a lo
largo de toda la curva "standard",; sin embargo para E1 , no lo es mas
que a partir de los 12,5 pg. La sensibilidad siendo constante en valor
absoluto, es mejor en valor relativo a medida que las dosis son mds im-—

portantes.

La sensibilidad del andlisis depende de la sensibilidad de 1la
curva "standard", de la recuperacién y del blanco. Para nuestro andli-

sis, los valores aparecen reflejados en el Cuadro VIII.

Se puede apreciar que las diferencias entre muestras inferio-
res a 5 6 10 pg deben ser consideradas como consecuencia de limités de
sensibilidad del método. Teniendo en cuenta los voldmenes de plasma
utilizados (2 a 5 ml), ello quiere decir, que no debemos dar significa
cidén fisioldgica a las variacicnes en concentraciones inferiores a 2-5

pg/ml.

4.2.5.- Especificidad.

Dos criterios son utilizados para verificar la calidad del ané

lisis:



-85

CUADRO VII

SENSIBILIDAD DE LA CURVA"STANDARD".

Cantidad necesaria para tener un efecto

Punto de la gama significativo (62 - G1)
(c,)

E, E,P E

0,78 7,15 1,32 2,58
1,56 7,27 1,90 2,33
3,12 7,23 1,46 2,18
6,25 6,99 1,86 2,57
12,5 1,42 1,59 1,48
25 1,37 1,27 1,12
50 1,28 1,09 1,17
100 1,10 1,27 1,24

200 1,12 1,31 1,26
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CUADRD VIII

SENSIBILIDAD DEL ANALISIS: CANTIDAD NECESARIA EN LA MUESTRA PARA 0B-
TENER UN EFECTO SIGNIFICATIVO DURANTE EL ANALISIS

Punto de la gama {pg) E,(pg) Ezp(og) FACH)
0,78 % 9,9 *
1,56 »* 14,25 »
3,12 * 10,58 »

6,25 »* 14 23,36

12,5 5,38 10,7 13,45

25 5,20 9,52 10,18

50 4,85 8,17 10,63

100 v a,17 9,52 11,27

200 a,24 9,82 11,45

» Los calculos no han sido hechos para aquellos puntos que son infe-

riores al limite de deteccién.
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a) Estudio de las reacciones cruzadas: Estos resultados han si

do dados precedentemente para cada uno de los antisuercs utilizados.

Ninguno de los esteroides "clasicos" es susceptible de interferir en el
andlisis, bien sea por la especificidad propia de los anticuerpos o por

que previamente han sido separados por la cromatografia.

b) Estudio de las concentraciones en voldmenes crecientes de plas
el plasma (esteroide u otro) interfiere en el andlisis. Los resultados

se exponen en el cuadro IX.
4.2.6.- Exactitud y precisidn.

Para apreciar estos dos criterios seguimos dos métodos: Medida
de cantidades conocidas de esteroides afiadidos al plasma y medida de vo

limenes creciente de plasma.

En el primer método, para determinacidén de la exactitud, la can
tidad de esteroides medidcs en el andlisis debe de tener un coeficiente

de correlacidén tedrico de 1, con la cantidad afadida.

Esta prueba ha sido realizada afadiendo, a un plasma "exento",
cantidades conocidas de los tres estrdgenos. La cantidad de plasma es
constante para todos los andlisis (4 ml). Los resultados se muestran en

el cuadro X.

El segundo método de medida de cantidades crecientes de plasma

es el mismo que el de la especificidad. Ver cuadro IX.

4.3.- NIVELES DE ESTROGENOS EN LA VACA.

4.3.7,- En el ciclo sexual,

Los resultados de las concentraciones de EZP , TE1, TEZﬂ y
TEéx , a2 lo largo de los 27 dias de tomas de muestras, aparecen refle-
jados en el cuadro XI, y en la figura 9, donde se reflejan las curvas

con los valores medios y la desviaci6n “standard" de los niveles de
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CUADRO_IX

y TEéu EN DIFERENTES VOLUMENES DE PLASMA .

Cantidad de Desviacidén “"standard" Concen
Volumen de plasma estrégenos 'tracién
(m1) (rg) () pg % pg./ml.
T 2 a3 2,27 7,1 16
a 71 4,33 6,1 17,8
6 101 6,46 6,4 16,8
TEzp: 2 a2 2,22 5,3 21
a 92 6,44 7,0 23
6 123 17,3 14,1 20,5
TES 2 2 74 19,46 26,3 37
a 138 29,8 21,6 34,5
6 217 24,3 1,2 36,2
(%) Media de 4 muestras: n = 4.
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CUADRD X

MEDIDA DE CANTIDADES CONOCIDAS DE ESTROGENOS ANADIDOS AL PLASMA .

Masa de esteroide Masa determi Desviacidén "standard"

Esteroide afadida (pg) nada en pg
(7)) pg %
TE, 25 26,2 1,78 6,8
S0 47,2 2,26 4,8
100 95,4 6,10 6,4
200 191,4 17,03 8,9
TE,P 25 23,7 1,58 | 6,7
50 52,8 3,22 6,1
100 9% 10,65 11,1
200 197 26,9 13;7
TE, o 25 27,6 4,91 17,8
50 51,6 8,41 16,3
100 97,3 22,47 23,1
200 189,48 27,37 14,4

(1) Media de 4 muestras: n = 4.
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las diez vacas en experiencia.

Los ciclos estudiados no tenfan todos la misma duracidn, osci-
lando entre 21-23 dias, pero han sido standardizados considerandose
los dias’1 al 10 después del celo y dias -10 a O del celo préximo
(DO, dfa del celo). ’

Desde un punto de vista cuantitativo, las concentraciones

s+ con variaciones de 15 a 70 pg/ml

a continuacién las de TE1 , con valores de 15 a 37 pg/mlL, mds debi-

mds elevadas corresponden al TE

les las de TEZ[B, con una variacidn de 2 a 32 pg/ml y las més infe=

riores las de Ezp , qﬁe alcanzaban unas cifras de 2 a 18 pg/ml.

Las modificaciones de la concentracidn plasmitica en el cur
so del ciclo, sdlo aparecen netas para el TEzﬂ ,. Aparece un pico
con una duracidn aproximada de tres dias presentando un mdximo el dia
anterior al celo (0_1). Estos resultados son comparables a los obte-
nidos con el Ezﬁ , s6la, incluso el comienzo del incremento de los ni
veles basales hasta el madximo preovulatorio comienza 48 horas antes
del celo. E1l dia después del celo (01) los valores declinan rdpida—

mente a niveles basales.

Aparte del incremento neto precovulatorio, aparecen dos pe-
riodos de elevacidn para el Ezp Y TE2[3. alrededor de los dias 6 y
7 y los dias 10 y 12, incrementos, que en ningln caso llegan a alcan-

zar los del dia -1 (D 1).

Para la TE1, no existen variaciones representativas a lo lag
go del ciclo sexual y sdlo aparecen pequefias fluctuaciones. E1 dia an
terior al celo no se aprecia ningdn incremento notable ‘de la concentra
cidén de esta hormona, asi como tampoco de aquellos dias del ciclo que

se producen ligeros incrementos del TEZQ .

Tampoco el TEZﬂ , presenta ningdn tipo de variacidn neta de
los niveles, en un momento determinado del ciclo, principalmente los

dias anteriores al celo.
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CUADRO_XI

CONCENTRACIONES DE TE, , TE B y TE, y E_(5 EN EL CICLO SEXUAL OE LA
VACA, MEDIA Y DESVIAC}ON "STANDARD" fD DIA OEL CELO).

Dias TE, TE,p TE o £,

1 26,726, 1 11,3%9,1 53%11,3 af,s

2 24,3%3 76 3145i5,9 2,241,2

3 25,2£3,6 10t 8 22213,2 4,4;1,4

a 27,5:3,5 10,7°6,1 25,326,5 2,8%2

5 23,323 "6 26,875, 1 5,421,6

6 22,5%2,5 13%6,4 ,723,9 83,8

7 2226,3 14,3°8,8 29,628 8,6-3,6

8 25,221, 5,871, 22 .825,6 62,

9 27,3221 10,613,8 25.2,2 a,731,4
10 22,5:3,3 10,624 31%6,8 - 53%
-10 25,6-3,1 1,124,6 31,7.3,3 5-3,9
-9 23,7:1,8 12,2%6,1 21,6:8,3 9,2%a
-8 26,5:1,5 9,4:2,5 19,9:1,8 4,3:3,8
-7 25,572,6  4,7:1,2 33,425,6 6,133
-6 24’4 2 8,25, 1 22,875, 1 3,8%2,2
-5 25,724 73, 2334 2 251,
- a 28/6'5,9  7,1.0,8 30,728 2,231,5
-3 2321 4 6,521,1 ap2%s,2 3,221,8
-2 23,3:2,2 12,435,2 31242 8,113,2
-1 27,133,6 25,3:3,1 42,223,9 14,623,5.

0 27,423,4 15,8.9,9 33,333, 1 12,6°4,5

1 28,3:9,1 11,978, 1 a3tn,e 2i

2 25,221,5  9,8°5 15-2,3 2,5-1,4

3 25,9:4,5 10,526,8 27,823 31,

a 26,8:1,5 11,6%4,3 31,8211,8 7,74,2

5 29,13 8,5°6,2 30,238,8 5,822,3

6 26-2,5 13%7,6 a1,3%7,1 8,6%2,1
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FIGURA 9: Concentraciones de TE,_, TE20l » TEp y E_f durante el
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En los valores medios para TEZd , de la figura 9, se aprecia
una cierta tendencia a niveles mds elevados en la proximidad del celo,
pero cuando se observan las concentraciones para cada uno de los anima

les estudiados,, no aparecen picos sincronos.
4.3.2.5uperovulacién,

La novilla n? 52 que habia recibido un tratamiento de 2000 U.I.
de PM5G, responde a la estimulacidén con 9 ovulaciones. La evolucién
de los niveles de Ezﬁ , TEzﬂ s TE1 y TEzd , aparecen reflejados en

la figura 10, con las concentraciones correspondientes, de cada una de

las 61 muestras recogidas a intervalos de 2 horas.

En esta novilla la aparicién del celo y el pico de LH, son
respectivamente a las 48 y 40 horas, después de la inyeccién de pros-

taglandina Féx

A partir de las 24 horas de la inyeccidn de PMSG, las con-
centraciones de los diferentes estrégenos conjugados y el Ezﬁ , ponen
en evidencia, una evolucidn sincrona, alcanzando un méximo, en el caso
de este animal, 2 horas mds tarde del pico de LH, salvo para la TE1,
que aparece 4 horas después del mismo. A partir de este momento los
niveles descienden bruscamente y a las 24-26 horas alcanzan su nivel
basal, que corresponde a la concentracidén existente antes del trata-

miento.

Desde un punto de vista cuantitativo, hay que hacer notar
que en todo el periodo estudiado, la relacifn de los diferentes es-
trégenos, en funcidén de las concentraciones medidas, es constante,
siendo por orden decreciente: TE%JE1, TEZﬁv Ezﬁ . Por otro lado hay
o , ademds de ser el de mayor elevacidn

2
en el pico preovulatorio, también se observa el mayor aumento relati-

que afiadir que para el TE
va (concentracién mdxima/concentracién media durante las primeras 24 !
horas), siendo de 10,6, mientras que es de 6,9, 3,4 y 7,0 respectiva-

mente para Ezp , TE1 y TEZﬁ . Estos resultados aparecen reflejados
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CUADRO XII

AUMENTO RELATIVO DE DIFERENTES ESTROGENDS DEPUES DE LA ESTIMULACION

POR PMSG.
Media Pico
Esteroide (pg/m1) (pg/m1) Aumento relative
52[5 7,4 51 6,89
TE,' 25,6 86 3,36
TE,B 11,08 7 6,97
TE, A 18,75 199 10,61

2
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en el cuadro XII.

Estas dos observaciones se confirman respectivamente por el
valor del ceoeficiente de correlacién entre el Ezﬁ , Nno conjugado y los
diferentes estrdgenos medidos después de la hidrdlisis y por la pen-

diente de la recta de regresidén correspondiente. (Duadro XIIIl

Los resultados de la superovulacidn en las 9 novillas de la
experiencia, asi como, el intervalo entre la inyeccidn de PGFéx y apa
ricién del celo, aparecen reflejados en el cuadro XIV. El nimero de
ovulaciones oscila entre 1 y 27 sin existir ningdna correlacién entre
dosis de PMSG administrada y nimero de cuerpos luteos a los 9 dias de
la inyeccién. El intervalo entre la administracién de PGde y la apa
ricién del celo es en todas las novillas de 48 horas, excepto en una

de ellas en la cual aparece a las 72 horas.

De las diez muestras analizadas antes y después del pico de

. Y TEéi.

En todos los animales aparecen picospreovulatorios sincronos de estrd-

LH, se ha tomado la concentracién méxima de EZP ' TE2P , TE

genos, excepto para la TE1 , en la cual aparecen mids o menos distan-

ciados, o no aparecen como sucede en algunas de las novillas.

La aparicidn e intervalo de estos picos de estrégenos y su re-
lacién con el pico preovulatoric de LH, aparece reflejado..en el cuadro

XV,

Los niveles basales de LH oscilan entre 0,4 y 1 ng/ml y el pi
co preovulatorio aparecia a las 44,0 : 4,9 horas después de la inyec-
cién de PGFéu(valores medios y desviacipn "staﬁdard" con una concentra
cidn entre 8 y 38 ng/ml). El valor de la desviacién "standard" muestra
que con este criterio mds preciso para detectar el comienzo del celo

(observaciones cada 2 horas frente a dos veces por dia), se aprecia que

la sincranizacidn con este método de estimulacidn, es bastante buena.
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El pico de estrégenos también aparece sincronizado cerca del
pico de LH, entre las 84 y 100 horas de la inyeccidn de PMSG, aparecien_

do indistintamente -2, 0 & +2 horas, en relacién con la LH.

Se aprecia tambien una relacidn entre el intervalo PGFéi— LH
y el ndmero de ovulaciones. En aquellas novillas con mayor nimero de
owulaciones (ndmeros 45 y 55) que alacanzaron 20 y 27 ovulacicnes res-

pectivamente este intervalo es el mds corto con 38 y 36 horas.

Los resultados del estudio de las correlaciones entre el nime
ro de ovulaciones y las concentraciones mdximas de estrégenos aparecen
indicadas en ei cuadro XVI. Las correlaciones son siempre positivas y
significativas, siendo para elAEZP , més precisa. Al comprobar las pen
dientes de las curvas correspondientes (Figura 11), se aprecia que es
para el TEZg , donde el incremento de las concentraciones méximas re-
lacionadas con el nimero de ovulaciones es mids importante, cerca de dos

veces la de Ezﬁ .

Hay que hacer también notar gue el valor de la ordenada en el
origen de las rectas de regresidon puede ser clasificado por el mismo or
den de importancia, segin el mismo rango que habiamos puesto en eviden

cia a préposito en la figura 10.

A partir de estos resultados, un método de determinacidn del
nimero de owvulaciones se podria realizar sobre la medida de cbncentra
ciones méximas de estrdgenos. La medida simultdnea de TEzﬂ y TEzd
tendria un poder discriminativo mayor que la medida de TEzﬁvéolo; los

coeficientes de correlacidn son comparables y la pendiente de la recta

de regresién es casi dos veces mas importante.
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5. DISCUSION
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5.1.- OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTIESTROGENOS,

El conejo utilizado como animal de experimentacidn para la
obtencidén de anticuerpos en radioimmunoandlisis, aparece como animal
de eleccidn en la mayoria-de los articulos publicados al respecto

(NIESCHLAG et al., 1975).

El proceso de inmunizacidén ha sido realizado con algunas va
riaciones del descrito por VAITUKAITIS et al., (1971) con la caracte-
ristica de administrar inyecciones intradermicas de 1 mg.de antigeno,
en emulsién con una cantidad igual de adyuvante completo de Freund du
rante todo el periodo. Este método permite un gran ahorro de antige-
no, por la fuerte respuesta inmunolégica a la inyeccidn intradérmipa
(WRIGHT et al., 1973b) sobre todo si se combina con inyecciones sub-

cutdneas o intramusculares de vacuna Perthussis.

La eleccidén del tipo de antigeno, corresponde a la necesidad

de obtencidén de un anticuerpo no especifico.

LINDNER et al., {1972a) sefalaban que el lugar de unidn de
los haptenos con el péptido transpartador (BSA & HSA) afecta de una

manera importante a la especificidad de los antisueros obtenidos.

La unidén de la proteina al ‘hapteno en los grupos funcionales
de los anillos A 6 D, dd como resultado anticuerpos de baja especifici
dad, con altos porcentajes de reaccién cruzada frente a otros esteroi-
des (DDERR et al., 1973) (JEFFCOATE y SEARLE, 1972), principalmente

cuando la unién se realiza en los carbonos 3 y 17 (C, ¥ C17) (EXLEY. et

3
al., 1971).

Los anticuerpos especificos son de gran utilidad cuando se
pretende determimar un solo esteroide en una muestra, pudiéndose evi-
tar la cromatografia. E1 acoplamientc de la proteina a los carbonos

méds distales de los grupos funcionales, como el carbono 6 del anillo B
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(CG], permite la obtencién de anticuerpos de gran especificidad, prin-
cipalmente los derivados C-6-0-Carboximetiloxima-BSA (DRAY et al.,

1971 y EXLEY, 1972).

La gran especificidad de los derivados 6-0-CMO-BSA se debe,
como sugieren EXLEY y WOODHAMS (1976) no sélo a la posicion distal
de la conjugacidn, si no al factor representado por la gran rigidez
de la conjugacién "oxima", que puede juggr un papel importante en la

especificidad.

ABRAHAM (1974), sefalaba que la especificidad de cualquier

derivado CS' CG"C C 1 era siempre superior a la de los derivados

AN
017.

Ahora bien, si el factor determinante de la especificidad de
un antisuero viene dado por el lugar donde la proteina se une al es-
teroide (MIDBLEY y NISWENDER 1970), los anticuerpos no especificos ob
tenidos de derivados C17, son ventajosaos cuando se desean cuantificar

esteroides, en una misma muestra siguiendo el previo paso de la cro-

matografia (NISWENDER et al., 1975).

Por esto, estaba justificado en nuestra experiencia la uti-
lizacién de un derivado 017, como antigeno. Los resultados obtenidos
han demostrado la reaccién cruzada del .anticuerpo con diferentes este-
roides pudiendose apreciar una clara especificidad frente a los estré

genos libres.

TERQUI (1978), describe la reacci6n cruzada de un antisuero
obtenido en el conejo con el mismo antigeno E1-17 hidrazona-BSA. Esta
misma reaccidén cruzada aparece descrita paor LEMON.y SAUMANDE (1974).
Sus resultados coincidén basicamente con los nuestros aunque para el
EZP y el E_a la reaccidn éruzada sea inferior (39% y 268% frente a

2
27% y 20% respectivamente).

En cuanto al titulo, la concentracién de trabajo descrita por
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este autor (TEHQUI, 1978) con proceso lento de inmunizacién, es idén-
tica a la obtenida en nuestra experiencia, si bien la utilizacidn de
la inyeccidn intravenosa a los dos meses de.la inmunizacién, permite

acortar el periodo de tratamiento, para conseguir un mismo titule.

El titulo de anticuerpo varia con el tiempo de inmuniza-
cién {ABRAHAM 1974), alcanzando una meseta a los 6 u B meses. Para
ODELLet al., (1971) y HOLLANDER et al., (1974) este intervalo de tiem
po es dependiente de la dosis y frecuencia de las inyecciones, pudién
dose lograr, con variaciones en el método tasas considerables a los

6§ meses de la inmunizacidén (WRIGHT et al, 1973b).

Segin WALKER et al., (1973); la especificidad de los anti-
sueros frente a estrégenos puede disminuir durante el periodo de in-
munizacién, obteniéndose los mejores resultados entre los 3 y 6 mesaes

a partir de la inyeccién inicial.

Esta teoria no es compartida por otros autores como HOLLAN_
DER et al. (1974), segln los cuales lo dnico que puede variar es el
titulo. El uso de la inyeccidn intravenosa puede evitar éste fend-
meno si asi sucediera, pudiéndose conseguir una elevada tasa de anti-

cuerpos en un momento preciso de la inmunizacidn.

5.2.- PUESTA A PUNTO DE LA TECNICA DE DETERMINACION DE TE1,_IE2ﬂ Y TEzd

La puesta a punto de esta técnica, obedece al hecho de bus-
car una alternativa a la determinacién del 17/} - estradiol para seguir
el crecimiento folicular, y no existir en la bibliografia consultada
ninguna técnica disponible, que determinara varios estrégenos libres
y conjugados en una misma muestra de plasma.

I
.

Cada una de las etapas previas al andlisis radioinmunolé-
gico han sido minuciosamente comprobada, intentando perfeccionar o sus
3 S

tituir modelos descritos en la bibliografia.
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La determinacién de estrégenos c;njugados ha sido abordada
segin distintos puntos de vista. El uso en radioinmunologia de anti-
cuerpos frente a estrdgenas conjﬁgados (KELLIE et al., 1972) Ha dado
resultados discutibles y la mayoria de los autores prefieren una hidrd
lisis previa y analizar los estrégenos libres y conjugados en su forma

libre.

Las técnicas quimicas, principalmente }a solvolisis (LUHIAUX
et al., 1971) basados en la accién de &cidos en caliente tienen el in
conveniente de actuar sdlo sobre los sulfatos y a veces provocan modi
ficaciones en la estructura de esteroides como el Ezu (GOMES et al.,
1965). Nosotros realizamos un test siguiendo la técnica de solvoli-~
sis de LORIAUX, comprobando que ésta unicamente era eficaz para la E15y
con un rendimiento del 75%. Cuando la hidrélisis era realizada en plas

ma los rendimientos no superaban el 3% 6 a%.

Can los métodos enzimdticos se consiguen mejores resultadas
utilizando la sulfatasa para los sulfoconjugados (TSANG 1974) y la f3 -
glucuronidasa para los glucuronoConjugadosdtenida de distintas fuen-
tes como puede ser la f-glucuronidasa de mamiferos (WILLIAMSON y LAY_
NE 1970) (AOKI y ARESHCHYSHYN 1971) 6 de Escherichia coli (CROWLEY y
ROSSER 1973).

Sin embargo los productos més efectivos son aquellos que con
tienen la doble actividad enzimdtica, como los extractos de "Helix po-
matia” con el cual se pueden obtener rendimientos del 86,7% (HOFFMAN
et al., 1976). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en este
trabajo cuando los estrégenos estan diluidos en tampon. E1 hecho de
que el rendimiento sea mds bajo en plasma parece debido a una interfe-

rencia de las proteinas y a deficiencias de la extraccién.

£1 uso de la cromatografia y purificacidn previa de los es-
trégenos antes del andlisis es un proceso obligado cuando no se poseen
anticuerpos especificos para la determinacidn de cada una de las hormo

nas {ABRAHAN, 1973) (WU y LUNDY, 1971).
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A pesar de la gran utilizacién de la columna de celita,
(ABRAHAM 1974) por su bajo valor blanco, bajo precio y gran poder de -
resolucidn, para el radioinmunoandlisis de estrdgenos y sobre todo cuan
do se realizan grandes series, estd mas indicada la columna de Sepha-
dex LH 20, por la facilidad y rapidez de preparacién asi como por la
calidad de la separacién principalmente cuando se utilizan solventes

organicos (Van BAELEN et al., 1967).

No existe en la actualidad ninguna cromatografia en columna
capaz de separar los isdémeros EBy Ejd . ATTAL, (1970) describe una
técnica de oxidacién del Ezﬂ a E1 mediante una enzima HSD y DPN, pe-
ro segﬁn'las concentraciones citadas por este autor hemos comprobado

gue una gran parte del E_o , también es transformado en E1 . Reducien-

2
do estas concentraciones conseguimos una transformacidn de Ezﬁ del 96%,

sin apenas alteracidén del E_o que alcanza el 3%. ROBERTSON et al.,

2
(1972), obtienen valores de no transformacién de Exol del 98%, utili-
zando HSD pero con una preparacién enzimdtica mds purificada y demues-
tra que la estereocespecifidad estd modificada por las condiciones de

la reaccién.

Los anticuerpos utilizados en el andlisis han dado una gran
especificidad al mismo si bien, la especificidad del andlisis estd con
seguida con la fase de cromatografia, ain cuando los anticuerpos no

sean especificos (DOERR 1976).

DOBSON y DEAN {1974), utilizan después de la cromatografia an
ticuerpos especificos para cada uno de los estrégenos, derivados todos
ellos de la 6-0O-carboximetiloxima, pero en este caso sin cromatografia

previa se pueden conseguir idénticos resultados (KORENMAN et al, 1974).

Los métodos de separacién de fracciones libres y ligadas por
carbdn activo e immunoprecipitacidn, reunen las condiciones idérneas ya
que no interfieren la unidén antigeno-anticuerpo (COLLIN 1975); solamen—

te no estd recomendado el carbdm activo para aquellos esteroides que -
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presentan gran polaridad (ABRAHAM 1974). Siguiendo las condiciones de
recubrir el carbdn con dextrane, y manteniendo el tiempo de contacto -
durante 10 minutos, a temperatura constante de 49C, obtenemos unosAcng
Ficﬁrtes de variacién en la curva "standard" del 2%, préximos a los va
lores de captacidén del 98% obtenidos por ABRAHAM (1974) y (RATCLIFFE,

1974).

El método de inmunoprecipitacidén es utilizado principalmente
en el radioinmunoandlisis de hormonas proteicas. En hormoﬁas esteroi-
des la mayoria de los autores recoge para el contaje la fraccidén libre
que se encuentra en el sobrenadante {ODELL et al;, 1975). Sin embargo,
nosotros siguiendo la técnica dé SAUMANDE y ANDRE (1975) obtenemos in-
cremento de la sensibilidad y precisién contando la fraccién ligada -

del fondo del tubo, siendo ademés este metodo mds rdpido y econdmico.

LLa adicidn a las muestras de plasma, antes del andlisis, de
»*
1000 cpm de soluciones radiactivas de.E: , Ezp y E2& permite
al finalel andlisis calcular las pérdidas de esteroides que se han -

ido produciendo en cada uno de los pasos.

Estas pérdidas se producen fundamentalmente durante la extrac
cién y la purificacidn en las columnas, pero han sido reducidas al mi-
nimo en cada una de las etapas. En la extraccidn con éter etilico una
sola vez se obtiene un 96% de rendimiento, comparable al obtenido por
ABRAHAM et al., (1970) con tres extracciones. DOBSON y DEAN (1974) ob
tienen con el éter un rendimiento del 87%, quizé por la reduccidn en

el volimen del solvente.

A pesar de gque el diclorometano presenta algunas ventajas so-
bre el éter en la extraccidn, (THIBIER y SAUMANDE, 1975) en esta técni
ca no fué utilizado por su capacidad de extraccidn de algunos esteroi-
des conjugados, lo que le hace sdlo recomendable cuando se utilizan an-

ticuerpos especificos.
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Sin duda las mayores pérdidas acontecen en la etapa cromato-
gréfica donde solo se recupera el B80%- B5% del esteroide depositado -
en las fracciones seleccionadas. Con las grandes columnas de Sephadex
LH 20 de 300 mm de longitud y 10 mm de didmetro (MIKHALL et al., 1970)
(POWEL y STEVENS 1973) y (CARR et al., 1971) obtienen rendimientos ma-
yores en la recuperacién que se aproximan al 90%. Estas columnas tie-
nen el inconveniente de la gran cantidad de eluyente necesario para la

salida de los esteroides, con un notable incremento del valor blanco.

De ahi el uso de las microcolumnas de 5-8 mm. de didmetro -
con sistema de solvente benceno/metanol 85/15 (v./v.) y menos de 1 gr.
de Sephadex con las que se pueden conseguir rendimientos mdximos en la
_ recuperacién del BS% (MURPHY y D'AUX 1975 , CASTANIER y SCHOLLER, 1970

y CARR et al., 1971).

Las pérdidas de la masa de esteroide en cada uno de los tubos
después de extraer el contenido, alcanzan el 15% por lo que podemos de
cir que estos resultados son dificiles de mejorar, en una técnica co-
mo la que hemos descrito, con gran cantidad de etapas previas al andli

sis radioimmunolégico.

El valor del blanco en una técnica esté provocado por las im

purezas de todos los reactivos gque se utilizan a lo largo del andlisis.

A la vista de los resultados obtenidos un primer valor blan-
co aparece en la sclucidn de "Helix pomatia”. Ninguno de los trabajos
gue hemos revisado revela su importancia y sin embargo en nuestro caso,
adn tratdndolo con carbén activeo, alcanza valores de 12 pg en 0,5 ml -

de solucidn,

£1 blanco depende también del solvente utilizado (FROLICH et
al., 1974). El éter etilico da valores elevados que pueden alcanzar
los 17 pg y s6lo con la redestilacidén previa se pueden disminuir bhas-
ta los 4 pg. (CASTANIER y SCHOLLER 1970) y (EXLEY y MOORE 1973). Para

ROBERTSON et al., (1972] estos valores ascienden a S0 pg mientras que
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para MIKHAIL et al., (1970) las cifras estarian proximas a 11 pg.

La fase cromatogréfica significa también un incremento de los i
valores blanco. Por esto desechamos las columnas grandes, ya que con
las microcolumnas el volumen de solvente no supera los 2 ml. y en es-

ta cantidad el valor blanco es despreciable. {

" Otros valores corresponden al enzima HSD y al cofactor DPN,
estos alcanzan 10-15 pg. Parece ser que quedan reducidos gracias al
paso'por la columna de cromatografia (MURPHY y D'AUX 1975), pero no -

anulados.

Todos estos valores sumados, sin duda infuyen sobre la ca-
lidad del andlisis. Cuando son iguales o inferiores a S pg., concuer
dan con el limite de deteccidén y pueden descontarse del valor obteni-
do para cada muestra (ROBERTSON et al., 1972); pero valores superiores
tienen gran influencia sobre cada punto de la curva "standard", y la
adicidn de estos valores a cada uno de los puntos de la curva "standard"

se hace necesaria (MIKHAIL et al., 1970).

Esto ha sido llevado a cabo, y hemos podido comprobar la va-
riacidn en la pendiente de la curva standard obtenida, principalmente
para el Ezd donde aparecen rectas no paralelas. Por tanto cada punto
de la curva "standard" ha sido tratado como una muestra, consiguiéndo-

se una influencia despreciable del blanco.

La sensibilidad de la curva "standard" ha sido definida por
algunos autores como la mds pequefia cantidad de una sustancia que pue-
de ser medida siendo significativamente distinta de cero (REEVES y CAL
HOUM, 1970), (EDQUIST y JOHANSSON, 1972), con un limite de confianza

del 95% (ABRAHAM, 1974). En realidad esta definicién corresponderia

al limite de deteccidén de la técnica, que en nuestra curva “standard"

'M
corresponde a 12,5 pg., 6,25 pg y 1 pg respectivamente para E %ﬁf
y Ezp . Considerando los valores obtenidos por otros autores co@& -V ;
El $ﬁ\&

o

CIBLI0TICA |
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son S0 pg para E, (MIKHAIL et al., 1970) y 20 pg para E2’3(ABHAHAM -
et al., 1970), se pude buscar la causa de la disminucién en la sensi-
bilidad por la afinidad del antisuero, por el trazador o por el vold

men de incubacidn.

Usando la misma férmula que en este trabajo para determina—
cién de la sensibilidad HAWKINS y OAKEY (197&) obtienen valores de 12

pg., 9,5 pg y 10 pg para E? , Ezp y E1 respectivamente.

La sensibilidad del andlisis es otro aspecto de la sensibi-
lidad y depende de la sensibilidad de la curva standard de la recupera

cidén y del blanco.

Al incorporar los valores del blanco a la curva "standard"
la influencia de éste en los resultados del andlisis es minima, y no
hay sobreestimacién (ABHAHAM, 1973), No han sido considerados aquellos
resultados de la sensibilidad del analisis que quedan por debajo del
1£mite de deteccidn por esto no damos como significativas las diferen

cias en niveles hormonales inferiores a los 2-5 pg.

La especificidad de un radioinmunoandlisis para esteroides se
puede demostrar por dos vias:.1) Los esteroides conocidos que puedan -
estar presentes en la fraccidn cromatogrdfica no deben reaccionar de
una manera significativa con el antisuero usado (ABRAHAM, 1973). 2) La
especificidad viene determinada por el estudio de las reacciones cru-

zadas del anticuerpo y por cromatografia.

Los valores de la reaccibn cruzada han sido descritos en el
apartado correspondiente. Segin WRIGHT et al., (1973), utilizando
Sephadex LH 20 y solvente benceno/metanol 9:1 (v./v) pueden aparecer
en la fraccidén estradiol derivados 16-ceto y posteriormente 6-ceto que
pueden interferir el andlisis cuando no se utilizan anticuerpos de al-
ta especificidad. E1 anticuerpo anti—Ezp utilizado por nasotros pré—
senta una reaccidén cruzada del 12,3% y 1,3% para los derivados 6-ceto

y 16-ceto, respectivamente, pero esto no parece tener una gran impor-
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tancia ya que hasta ahora estos derivados solo hensido puestos en evi-
dencia en la mujer gestante y en concentraciones que sdlo representan

el 1% de las de Ezﬂ , (BOLTON y RUTHERFORD 1976).

Otra via de determinacién de la especificidad del andlisis
viene definida por la ausencia en el plasma de cualquier sustancia que
pueda irterferir lcs resultados (MIDGLEY et al., 1969 b). Este test
realizado con volimenes crecientes de plasma, puede asegurar este pun
to. Los resultados muestran una estimacién normal de las concentra-

ciones. '

La correlacién entre las cantidades conocidas de esteroide
en el plasma y los resultados obtenidos, puede estar alterada por fa-
llos de tipo humano, principalmente por deficiencias en el tiempo de
estabilizacién de los trazadores afiadidos al plasma: previamente a la
extraccién, Cuando se realiza la extraccién en estas condiciones, los
trazadores marcados son mds facilmente extraidos, ya que los esteroi-
des plasmét&cos,.aparecen en gran partg ligados a las proteinas, y es-

to tiene como consecuencia una subestimacidn de los valores reales.

La precisién determinada por el estudio de las concentracio-
nes en volumenes crecientes de plasma aparece como razonable. Hay que
hacer notar quée la precisién en valor relativo disminuye cuando el and-
lisis se hace en una fraccidn cada vez mds pequena de la muestra de
partida. La precisién mayor ha sido para la estrona y la menor para

o,
el E2

5.3.- NIVELES DE ESTROGENOS EN LA VACA

a) En el ciclo sexual

La técnica que hemos descrito, nos ha permitido hacer un es
tudio de la concentracidn de diferentes estrdgenos en una misma mues—

tra de plasma. Este estudio corresponde a nuestra preocupacién de en-
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contrar una alternativa a la determinacidn de Ezﬂ , para el estudio del

crecimiento folicular.

Desde el punto de vista cuantitativo las concentraciones de
estrdgenas en el ciclo sexual de la vaca en nuestro trabajo aparecen
dentro del siguiente rango entre concentraciones basales y méximos

preovulatorios:
Ezp 1 2-18 pg/ml; TEzp : 2-32 pg/mi; TE, @ 15-37 pg/ml; TEéx: 15-70pg/ml.

Sin embargo en la bibliografia consultada, aparecen grandes
variaciones en cuanto a las concentraciones descritas por diferentes -
autores. Estos resultados quedan reflejados a continuacidn, citdndose
la referencia bibliogrédfica, el métecdo de andlisis, as{ como los nive-

les del estrdgeno o estrégenos determinados.

Esta gran variacién en los niveles, parece que se debe prin-
cipalmente al uso de una determinada técnica, y sobre todo al grado de
purificacién de la muestra antes del andlisis. PETERSON et al., (1975a)
sugieren que existen en el plasma determinados factores que alteran los
resultados finales, cuando no se trabaja con un alto grado de purifica-
cidn.

4

En este cuadro aparecen algunas referencias, que usando una

técnica de RIA, expresan sus resultados como estradicl, cuando realmen-
\

te corresponden al Ezp mds una parte de Ezd , dependiendc de la reac-

cidn cruzada del anticuerpo que utilizan con este estrégeno.

Estos autores se basan en la teoria de GLENCROSS et al., -~
(1973) 1os cuales utilizando un anticuerpo con el 20%.de reaccién cru-
zada frente al Ezd , y otro con el 0,2%, obtienen los mismos resultados
para el estradiol. Segun esto, aseguran que los niveles de Ezd , en —
la sangre periférica de la vaca son despreciables. Igualmente para -

HENRICKS et al., (1971) la mayoria de estrdégenos plasméticos correspon_

den al E2§3 .



-115-

Niveles de estrégenos en el plasma sanguineo periférico de la vaca

(Concentracién basal y nivel mdximo preovulatorio).

Referencia Método Esteroide Rango (pg/ml)
POPE et al., 1965 Bioldgico Estrdgenos 1-10
CHRISTENSEN et al., 1971 -RIA Estrigenos 98-176
HENRICKS et al., 1971 RIA Estrégenos 0,5-25
MASON et al., 1972 Fluorimetria EZP + Ezd 176-1175
E1 231—2269
SHEMESH et al., 1972 crP8 E2‘5+ E2 o 10-170
WETTEMANN et al., 1972 RIA Ezp + Ezd 3-10
BATSON et al., 1972 RIA Estrégenos 2-15
BLOCKEY et al., 1973 RIA E1 170-610
GLENCROSS et al., 1973 RIA EZP 1-10
E1 1-2
KATONGOLE et al., 1973 RIA Estrdégenos 5-25
CHRISTENSEN et al., 1974 RIA, Estrégenos 50-160
DOBSON y DEAN, 1974 RIA EZP 5-15
Ezd 15-45
E1 3-5
LEMON y SAUMANDE, 1974 RIA E2 P 5-25
PETERSON et al., 1975(a) RIA Ezp + 52d 5-12
SEREN et al., 1974 RIA Estrdgenos 3-30
SMITH et al., 1974 RIA 52(5 +EQ 2-18
CHENAULT et al., 1975 RIA EZ(S + £ 2-12
ECTORS et al., 1975 RIA_ EZ[‘) 2-13
LEMON et al., 1975 RIA E2{5 5-25
PETERSON et al., 1975 (b) RIA. 52(5 5-50
THIEIER y SAUMANDE, 1975 RIA EZ(B 3-30
KANCHEV et al., 1976 RIA E2 P 5-15
DOSSON, 1978 RIA E2 p 5-15
LOPEZ SEBASTIAN, 1981 RIA E,p 2-18
TE, B 2-32
TE1 15-34
TE o 15-70

2
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v Esta misma teoria mantiemen SMITH et al., (1974), CHENAULT
et al., (1975) y PETERSON et al., (1975a) que con anticuerpos de reac
cidn cruzada frente al Ezclde 42%, 17% y 42% respectivamente obtienen
los mismos resultados para E2[5 + Ezd que otros autores para el EZF
solo. Sin embargo LEMON y SAUMANDE (1974 Joon un anticuerpo de alta
reaccién cruzada frente al Ezu y E1 obtienen valores con un rango
de 50-80 pg/ml.

En nuestro trabajo aparece elTEzd , como el mayor estré-
geno circulante en la sangre periférica de la vaca de acuerdo con -
DOBSON y DEAN (1974) que determinan los estrdégenos sélo en su forma
libre. Comparando las concentraciones de los diferentes estrégenos
en ambos trabajos se puede apreciar gque la mayoria del Ezﬁ y Eza se
encuentran en el plasma en forma no conjugada, ya que las diferencias
que se pueden apreciar entre los dos niveles son muy débiles, mien-
tras que por el contrario las concentraciones de TE,l , son del or-
den de B a 10 veces superiores a las de E1 , 1o que demuestra que -
este estrdgeno en la vaca circula principalmente en forma conjugada.
Sin embargo, ni nosotros en forma conjugada ni otros autores en for-

ma libre (DOBSON y DEAN 1974; SMITH et al., 15974}, encontramos fluc—

tuaciones claras a lo largo del ciclo, o en el pericdo preovulatorio.

Por otro lado MASON et al., (1972) utilizando una técnica
fluorimétrica detectan un pico de E1 , el dia antes del celo y HANSEL
y ECTERNKAMP (1972), determinan incrementos en la concentracién de E,
los dias 14 y 16 del ciclo. NANCARROW et al., (1973) observan fluc-
tuaciognes de E1 , durante el celo pero sdlo cuanto ésta es medida en
la vena dtero-ovdrica. Teniendo en cuenta el origen de la E1 que pue
de ser en parte extra-ovdrico (BEALL 1939} y la posibilidad de que la
E, sea un metabolito de otros estrdgenos (VELLE, 1958), hace dificil
pensar en alguna relacién de fluctuaciones de E1 con la actividad -
folicular; en cualquier caso las variaciones netas de este estrdgeno
que aparecen durante el ciclo menstrual en la mujer (BROWN y SMITH,

1971; HAWKINS y OAKEY 1974; LORIAUX et al., 1971) no aparecen en el -

ciclo estral de la vaca.
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Desde el punto de vista cualitativo, solamente el TEzﬁ ,
presenta un incremento preovulatorio bien definido, el cual es de -
la misma importancia en amplitud y duracidén que el obtenido para el
Egﬁien laos mismos animales y en otras experiencias precedentes (HEN_
RICKS et al., 1971; WETTEMAN et al,, 1972; BATSON et al., 1973;
GLENCROSS et al., 1973; SMITH et al., 1974; DOBSON y DEAN 1974; EC_
10RS et al., 1975 y KANCHEV et al., 1976).

El mismo incrémento preovulatorio se serfiala en otras pu-
blicaciones con tomas de sangfe cada 2 horas y en este caso existen
amplias fluctuaciones de Ez[Eel dfa anterior dldel celo, lo que re-
vela una secrecién episddica del mismo por el foliculo antes de la
ovulacion (LEMON y SAUMANDE ,1974; THIBIER y SAUMANDE ,1975; CHENAULT
et al., 1975 y Doasow,§97e).

Este incremento preovulatorio desencadena los sintomas del
celo {GLENCROSS et al., 1973) y mediante un efecto "feed-back" posi-
tivo provoca la descarga preovulaforia de LH (SMITH et al., 1974 y
WETTEMANN et al., 1972), si bien esto s6lo ocurre cuando las concentra
ciones de progesterona han descendido previamente a su nivel basal -

(LEMON et al., 1975 y CHENAULT et al., 1975).

A lo largo del ciclo aparecen otras elevaciones del nivel
basal de EZP y TEZﬂ , 5in bien sin alcanzar las del pico preovulatorio
los dias 6 y 7 del ciclo y 10 a 12. La mayoria de los autores descri-
ben también estos incrementoslcon ligeras variaciones, que parecen re-
flejar aceleraciones del crecimiento folicular por oleadas, con el pa-
so de foliculos pequefios a foliculos antrales. MARIANA y N'GUYEN HUY
1973, sefialan que_ estas aceleraciones estarian localizadas al princi-

pio del ciclo y alrededor del dia 12 del mismo.

En lo que concierre al TEéi existe una tendencia a que los

valores mis elevados aparezcan en la proximidad del celo, tendencia -



~118~

que no es muy evidente sobre la curva media, pues los puntos méximos
para cada vaca no son sincronos entre si. DOBSON y DEAN (1974) tampo-
co encuentran fluctuaciones netas para el Ezd , durante el perfodo -
precvulatorioc. Las vias metabdlicas del Ezd , la conversidén de E1 a
EA por los eritrocitos de vacuno (MELLIN y ERB 1965) y el hecho de
que el Eza no aparezca en el liquido folicular (SHORT 1962), hace pen

sar en un enmascaramiento de los niveles de esta hormona en el plasma.

b) Superovulacidén

El muestreo cada dos horas permite el seguimiento de la -
evolucidn de los niveles hormonales en la superovulacidn y las fluc-

tuaciones de la secrecién episdédica de los estrdgenos.

Este tipo de muestrec permite también la determinacién del
pico preovulatorio de LH, el cual define de una manera mds exacta el

comienzo del celo, que utilizando machos vasectomizados.

Con el tratamiento PMSG ~ Prostaglandina, el pico de LH apa-
rece a las 45,5 (valor medio, n = 8)horas después de la inyeccién de
prostaglandina excepto en un animal que aparece a las 72 horas, resul
tados andlogos a los trabajos de PHILLIPPO y ROWSON (1975) y SAUMAN_
DE (1980). Sin embargo en novillas no tratadas con PMSG, es decir,ccn
PGFéx sola, este pico de LH aparece alrededor de 20 horas mds tarde,
es decir a las 64 horas de la inyeccién de prostaglandina {DOBSON et
al., 1975, COOPER y HDWSDN,1975). En ambos casos el intervalo en-
tre el comienzo de la luteolisis y el pico precvulatorio de LH es mds
?brto. La razén y el significado de esta diferencia, no ha sido acla

¢

rado hasta el momento.

Las concentracicnes de estrégenos se incrementan a partir
de las 24 horas de la inyeccidn de PMSG, hasta alcanzar un mdximo coin
cigente con el pico de LH, & con ligeras diferencias de -4 a +2 horas,

de acuerdo con lo descrito por BOTH et al., (1975) y SAUMANDE (1980),
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siendo mayor el intervalo PMSG-pico de estrdégenos, cuanto mayor es la

tasa de ovulacién.

La relacidn de los niveles de Ezp con la tasa de ovulacién ha
sido descrita ampliamente por LEMON y SAUMANDE (1972)y TESTART et al.,
(1977). Nosotros encontramos también el mayor indice de correlacién

entre el Ezﬂ y la tasa de ovulacién ( r = 0,95, P < 0,01)

Esta relacién aparece ampliamente descrita en la bibliografia
(HENRICKS et al., 1973; HALLFORD et al., 1975; SAUMANDE y PELLETIER,
1975 y SAUMANDZ,1978). Ahora bien, si para el E2‘3 la correlacidn
entre el ndmero de ovulaciones y el nivel mdximo es la mds alta, para
el TE,d esta misma correlacién es de suficiente validez ( r = 0,81),
con la ventaja de que la pendiente de la recta de regresién es prdc-
ticamente el doble. Esta correlacidén y pendiente de la recta son de
gran interés a la hora de buscar pardmetros gue reflejen la actividad

folicular.

En el apartado precedente, sobre niveles hormonales durante el
ciclo, habiamos concluido que ninguno de los tres estrégenos (1ibres
+ conjugados) aportaba alguna mejora a la calidad de las informaciones
obtenidas por el EZP , sin embargo en este caso en el que ha sido es-
timulado el crecimiento folicular mediante la PMSG, la medida de TEéx
6 eventualmente de TEZP + TEZd parece interesante, pues el aumento
de los niveles hormonales durante el periodo preovulatorio es de una
amplitud dos veces mds importante que el que ha sido observado para
el Ezp . Si los coeficientes de correlacién entre el ndmero de ovula-
ciones y las concentraciones maximas de TEéd 46 de TE2(3 + TEZd son —
menos elevados que los encontrados para el Ezﬁ y puede ser simplemen

te por una diferencia en la precisidn del método de andlisis.

Hemos llegado por tanto a un punto en el cual, los resultados
aparecen diferentes dependiendo de gque los animales hayan recibido o

no, un tratamiento de superovulacidn.
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Las razones por las cuales en los animales tratados con PMSG -
el aumento de los estrégenos conjugados, es mds imporfante que el de
EZP , a diferencia de lo gue es observado en el ciclo sexual normal,
no son demasiado claras. Si come en la mujer, los estrége-nos con ju-
gados, no son segregados, si no que simplemente representan un pro-
ducto del metabolismo (LONGCOPE 1972 y RUDER et al., 1972) puede ex-
plicarse este fenémeno abservado, como cpnsecuencia de la vida media
mds larga de los esteroides para las formas conjugadas. en relacién
con su forma libre (SANDBERG et al., 1964; LONGCOPE 1972 y RUDER et

al., 1972).

A propbsito de las diferencias observadas entre los tres estrg

genos hay que recordar que el E_o , no es sintetizado por las células

2
foliculares (SHORT 1962) pero es el resultado de una transformacién

de Ezﬁ , particularmente a nivel de los hematies (AXELROD y WERTHES _
SEN , 1960 , LUNAAS y VELLE,1960 , VELLE,1963), y que durante el ciclo

sexual, no ha sido observada ninguna modificacién de las concentracio

nes, ligada a fendmenos de crecimiento folicular (DOBSON y DEAN 1974)+--.

Teniendo en cuenta los conocimientos actuales de la sintesis y
metabolismo de los estrdégenos en la especie bovina es dificil dar una
explicacidén a la diferencia entre los resultados entre el ciclo sexual
normal y la estimulacién ovérica, si bien desde un punto de vista préc
tico, los estrégenos conjugados permiten hacer un estudio mds directo
y mds simple del crecimiento folicular en el periodo preovulatorio en
los animales en los que se provoca la superovulacidn, que la determi-

nacién dnica de Ezﬁ .
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CONCLUSIONES

1.~ Utilizando como antigeno un derivado de la estrona con conju-
gacién de la BSA en el carbono 17 del anillo (estrona 17 - hidra-
zona-BSA) se pueden obtener en el cone jo, anticuerpos no especifi-
cos, due presentan una fuerte reaccién cruzada frenta a diferentes

estrogenos.

2.- La utilizacién de anticuerpos no especificos, es mds interesante,
que la de anticuerpos especificos, cuando se guieren determinar va-
rios estrégenos en una misma muestra, manteniéndose la especificidad

utilizando cromatografia previamente.

3.- Se pueden determinar en una misma muestra de plasma, estrona,
17f3 —estradicl y 174 -estradiol, libres y conjugados, mediante el -
uso continuado de hidrélisis, oxidacién enzimdtica y doble cromato-

grafia, previamente al andlisis radioinmunolégico.

4.- Los criterios de validez de esta técnica son lo suficientemente
buenos como para dar como significativos los resultados de las varia_
ciones relativas de los niveles de estas hormonas esteroides en di-

ferentes situaciones fisioldgicas.

5.- En el ciclo sexual de la vaca sdla el E2p 6 el TEZ(BrefleJan el
crecimiento folicular, con un incremento de las concentraciones los
dias -1 y 0, responsables de los sintomas de celo y de la descarga

preovulatoria de LH.

6.- Los tres estrdgenos estudiados, no ofrecen ninguna ventaja sobre
la calidad de infeormacidn, que se obtiene con los niveles de 17B-es
tradiol libre, cuando se quieren relacionar con la actividad folicu

lar.
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7.- Desde un punto de vista cuantitativo el 17¢ - estradiol libre y
conjugado es el ma;or estrégeno circulante en el plasma periférico
de la vaca y sus concentraciones tienen tendencia a un incremento -
los dias préximo al celo, a pesar de que esto no sea evidente en la
curva media, debido a gque los niveles mdximos no estdn sincroniza-

dos.

8.- En el animal que ha sido sometido a un tratamiento de superovula
cién, la determinacidn de'TEéu debe de sustituir a la de EZP , ya que
el primero refleja de una forma mds sensible y lo suficientemente pre
cisa el crecimiento folicular, con un incremento y un pico preovula-

torio sincronizado con el Ezﬁ .

9.~ Las concentraciones de TEZd son mds sensibles que las de Ezp y su
correlacidén mds precisa con la variabilidad en la respuesta ovdrica,

y el nimero de ovulaciones, después de la estimulacién con PMSG.

10.- E1 incremento preovulatorio de estrégencs conjugados en el plas-
ma, después de la inyeccidn de PMSG, es mds importante y en concentra
ciones muy superiores a las de 17/ -estradiol libre lo gue puede apor
tar facilidades a nivel del método de andlisis y a la frecuencia de -

la toma de muestras.
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BESUMEN

Se ha llevado a cabo la puesta a punto de una técnica que permite de
terminar en una misma muestra de plasma sanguineo estrona, 17(3— estradiol y
17¢t - estradiol, libres y conjugados, con el fin de conocer si alguno o algu-
nos de estos estrdgenos era un indicador mejor de la actividad folicular que

lo es el 17f5- estradiol libre.

Para poder determimar por separado estos tres estrégenos se han com-
" binado diferentes técnicas previas a la reaccién radioinmunologica: H idrélisis

de estrégenos conjugados, oxidacién enzimdtica del Ezﬁ a E, y cromatografia en

1
microcolumnas de Sephadex LH 20, con las que se ha conseguido dar una gran es-

pecificidad al método.

Se han empleado anticuerpos no especificos, que al presentar reaccién
cruzada con diferentes esteroides, permiten la determinacién simultdnea de va-
rios estrégenos. Uno de estos anticuerpos ha sido preparado en el conejo, uti
lizando como antigeno "Estrona-17-hidrazona-BSA", con el que se ha conseguido

un anticuerpo que reacciona fuertemente con el 17[3y el 17d -estradiol.

Utilizando este método radioinmunoanalitico se han determinado los

niveles de TE1, TER y TE_,d en la sangre periférica de la vaca, durante el~

2! 2
ciclo sexual, y en novillas después de un tratamiento para inducir a la super-

ovulacidn con PMSG y PGFZQ (andlogo).

Durante el ciclo sexual las concentraciones de estrégenos conjuga-
dos en el plasma periférico son superiores a las de estrdgenos libres, siendo

el TE2

ol el gue aparece en concentraciones mids altas.
Solamente el TEZP , presenta un claro incremento preovulatorio, cuya
duracidn y aumento relativo no son significativamente diferentes de los resul-

tados obtenidos para EZB .

En los animales en los gque se ha provocado la superovulacién, la evo
lucién de los diferentes estrdgenos es semejante, después de la inyeccidn de

PMSG, con un incremento preovulatorio préximo al de la LH.
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Las concentraciones mds altas corresponden al TEZQ con niveles muy
superiores a los de EZ[B, estando significativamente correlacionadosel méxi-
mo preovulatorio y el ndmero de ovulaciones, siendo la pendiente de la recta

de regresion dos veces mayor que la obtenida para EZ@ .

En animales en los que se ha inducido la superovulacidn, los nive-

les de TE2d son un indicador mejor de la respuesta a la estimulacién de la-

foliculogénesis que los de EZP gue hasta el momento ban sido los utiliza-

dos mds comunmente.
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SUMMARY

A technigue has been developed with whom free and conjugated oes-
trone, oestradiol-17f and oestradiol-17q can be measured in the same plasma
sample, in order to know whether any of these oestrogens was a better reflec

tion of follicular activity than it is free oestradiol-17ﬁ :

For the separate assay of the three oestrogens the following tech-
niques were combined: after enzymatic hydrolysis EZB was specifically oxidi-
" zed to E1 , next applying chromatography on a micro-column of Sephadex LH
20, thus confering great specificity to the method, thereafter, the 3'oestrg

gens wére quantified by radioinmunoassay:

By means of non-specific antibodies, showing cross reaction with
differents steroids, several oestrogens were simultaneously determined, Uti-
lizing "Estrone-17-hydrazone-NSA" as antigen, an antiserum, with strong cross

reaction with 0estradi01—17ﬁ and 17¢ was obtained in rabbits.

By using this radicimmunoassay method, TE1 , TEZP , and TEéu levels
were measured in peripheral plasma during sexual cycle of cows, and heifers

treated to induce superovulation with PMSG/PGFéﬁ {analogue).

Conjugated oestrogens in peripheral plasma during the bovine oestrus
cycle were higher than the corresponding non conjugated oestrogens, TEZN sho-

wing the highest level.

A preovulatory increase was evident only for TEZp but neither its

duration nor its relative increase were significantly larger than that of EZP .

In heifers trated to induce superovulation, the evolution of diffe-
rents oestrogens was synchronous after PMSG, with preovulatory increase near

LH peak.

The highest concentrations were measured for TEéX with much higher
levels than those for Ezﬂ , being the preovulatory maximum significantly co-

rrelated with the number of ovulation, the slope of the corresponding regre-
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sion line was twice higher for TEéi than for Ezﬁ .

Sa it appears that in animals treated to induce superovulation the

assay of TE_o gives better indications on the stimulation of folliculogenesis

2
than Ezﬁ which is usualy measured.
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RESUME

Au cours de ce travail, nous avons réussi la mise au point d'une
technique qui permet le dosage dans un méme échantillon de plasma de 1'oes-
trone, oestradiol—17p , oestradiol-17« libres et conjugués, pour savoir si
1'un ou plusieurs d'entre eux ne seraient pas un indicateur de l'activité

folliculaire plus accessible que 1‘E2ﬁ non conjugué.

Pour pouvoir doser séparement ces trois oestrogénes, nous avons

établi la combinaison des différentes étapes avant de procéder au dosage ra -

dioimmunologique: hydrolise des oestrogénes conjugués, oxydation enzymatique
du Ezﬁ a E1 et chromatographie sur microcolonnes de SEPHADEX LH 20 avec la-

quelle nous avons obtenu une grande spécificité de la méthode.

L'utilisation des anticorps non spécifiques permet le dosage simul-
tané de plusieursoestrogénes, étant donné qu'ils présentent une réaction -

croisée contre différents stéroides.

On a pu obtenir un de ces anticorﬁs par immunisation chez le la-
pin avec 1'antig&ne ocestrone - 17 hydrazone - BSA; cet anticorps présente

une forte réaction croisée avec 1'oestradiol-173 et 17« .

La méthode radioimmunologique que nous proposons, permet donc la

mesure des niveaux de TE1, TEZﬁ.et TEéd dans le sang périphérique de la va-

che au cours du cycle gestral, et des genisses qui avaient regu un traitement

de superovulation avec PMSG/PGFéi (analogue).

Au cours du cycle, les concentrations des oestrogénes conjugués
dans le plasma périphérique sont supérieures a celles des oestrogénes libres,

les plus élevées sont mesurées pour TEéi .

On observe un accroissement préovulatoire bien défini seulement
pour TEzﬁ , mais la durée et 1l'augmentation relative ne sont pas significa-

tivemént différentes lorsgu'elles sont comparées & celles obtenues pour

Ep -
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Chez les animaux qui ont regu un traitement de superovulation,
1'évolution de la concentration des différents oestrogénes est synchrone

aprés PMSG, et 1'augmentation préovulatoire est prochaine au pic de LH.

Les plus fortes concentrations sont mesurées pour TEéd. Les ré-
sultats de 1'étude des correlations entre le nombre d'ovulations et les con-
centrations maximales préovulatoires de TEé& sont toujours significatifs,
et la pente de la droite de regression est plus importante, prés de deﬁx fois,

celle de Ezﬁ .

Chez les animaux dont la croissance folliculaire a été stimulée,
les niveadux de TEzd sont un meilleur reflet de la réponse & la stimulation -

que ceux de Ezﬂ , telles qu'ils sont utilisés traditionnelement.
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