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II.

RESUMEN

El trahajo se realiz@ en ﬁrimavera Y érinéiﬁios de Verauo;
con siete machos e igual nimero de hembras ovinos cyriollos
de aproximadamente dos afios de‘edad; localizados en el Dis
‘trito Feder&ll Universidad Autdnoma Metrobolitana'ﬂ Iztapa
1a§a; A los maches se les desyif el éene con el objeto de
'utilizarlos como déteﬁtores dglcélo} Se agruﬁaron al’azar
gn.gruéo I (animales 4]; 42, 45 y 47) y_grubo IT (animales
43: 44 y 48}, Estos gruéos se alternaron en convivencia -
(DH) y aislados de las hembras (DsH].  Los machos Nos. 43~
y'47-fueron seleccionados al.azarféara determinar las va--
riaciones de testosterona (T) circulante en el transcurso
de 1aé 24 horas: tomdndoles una muestra cada hora. Este -
tiﬁo de muestreo (M.Cil se reﬁitié en cuatro oportunidades
a lo largo del exéerimento.. | |

Los otroéfmachgs fueron sangrados tres veces por semana, -
durante todo el exﬁerimento (M.R.). Igual muestreo se les
_bracticé a las hembras CM;RIl; ademds se les hizo ﬁn mues-
trep éeriestral (P.E.) alrededor del tercer estro manifies
toQ Este muestreo consistil en extraer una muestra de san
~gre cada cuatro horas durante 1as.48 horas previas a la fe
cha estimada de estro y a ?artir de 1a detecciQh del estro,

una muestra cada dos horas durante 24 horas.

Las muestras se ohtuyieron por puncién yugular extrayendo




III.

:Zo'ml.vde.sahgre. yLosAsuQrbs sevconseryaron'enchﬁgelac;ﬁn
ﬁasta su'procesamiento. La cuantificacién de testosterona
 -y brggestefoha (P41 se réalizé éor radioinmunegandlisis. -
Se'désarr0116 un modelo matematico de tiﬁo sinoidal para -
el andlisis de los datos obtenidos en los muestreos rutina
' .rid CM;R:I y~de.z4’horas OW,CQL;-el cual mostré‘el compor—-

'Atamlento perlddlco de las flnctuac1ones de testosterona. -

Bste modelo permltlra que el disefio experlmental de estudios

5'suces;vos, se basen en el comportamlento periédico descrlto
" para la testosterona, lo que disminuiri el costo, por el me
. nor nfimero de muestras a extraer y procesar y aumentari la

sensihilidad estadistica.

Los resultados de 1os muestreos rutinarios y ‘de 24 horas,
'durante 1os tratamlentos indicaron que las hembras no in

fluycron en los niveles de testosterona de los machos.

“Bﬂ cinco de 10$'$iéte carnexos analizados hubo un aumento
| de las concentraciones bromedio de testosterona debido_al
- transcurso del_ﬁiemﬁo. | |

“En las hembras se pudo descrihir dos etapas: En primavera
- no huho conduéta manifiesta de estro; sin embargo, hubo -
funcionamiento ovarico ya queblos nifeles de ﬁrogesterona
en suero mostraron fluctuaciones eplsddlcas que se eleyaron

por sobre los niveles basales.




.

La época reproductxyamente act;va se caracter126 por 1a

presentac16n de cenducta de estro a 1ntervalos regulares

Y los perflles de progesterona co;nc1d1eron con los descr1

tos por la literatura en este estado flSlOnglCO.

En el mes de~mayo el 16.6% de las hembras éresénté estrq;

" mientras que en julio sélmanifQStd en celo el 10Q%.




INTRODUCCTION

Los safisfactores que la ovinocultura proporciona al hom
bre (carne, leche, pieles, lana, cueros, etc), ademis de
constituir una fuente importante de trabajo, describen -
por si mismos la trascendencia que esta actividad tiene

en la economia de un pais.(Owen, 1976).

En México, la demanda de lana y carne ha sido superior -
en las @iltimas décadas, a la produccién interna (Cuadros
1 y 2), 1lo que ha provocado la necesidad de importacio--

nes constantes (Cuadros 3 y 4) (Moreno-Chang, 1976).

CUADRO No. 1

¥

PRODUCCION NACIONAL DE LANA (Tons)

CANO LANA SUCIA ... ... LANA LIMPIA
1965 ’ 6 800 2 992
1969 4 286 1 800
1975 3 802 1 546

\

e




CUADRO No. 2
PRODUCCION NACIONAL DE CARNE

ARO ~ ANIMALES SACRIFICADOS CARNE EN CANAL
(a) - (b)

1970 1 393 805

1972 985 650 11 331 271

1974 1 086 647 12 496 344

(2) No incluye ovinos sacrificados en pequefias -
rancherias para consumo local.

(b) Rendimiento de 11.5 Kg/cabeza.

CUADRO No. 3
IMPORTACION NACIONAL DE LANA

ARO TONS VALOR EN PESOS (000)
1965 14 126

1970 13 549 222.2

1975 4 379 132.0Q




CUADRO No. 4

IMPORTACION NACIONAL DE CARNE

ANO 'TONS VALOR EN PESOS (000)
1970 160.3 1 622.0
1972  634.0 5 095.0
1974 (a) 379.0° ‘ 3 874.0
1974 (b) 3 600.0 (c) 65 000.0 (4)

(a) Tabulador de importaciones (Enero-Diciembre - -
DGE; SIC 1974) ~

(b) Ganado importado para el abasto de los Estados
Unidos.

(c) Rasultado del sacrificio de 180 Q00 cabezas, -
con rendimiento de 20 Kg/cabeza.

- (d) A un precio de compra de $7.00 en pié.

.\‘
AN

;o
of

Teniendo en consideracién que gran barte del pais seria

‘ susceptible de ser aprovechada con ganado ovino, se hace

evidente la necesidad de promover el desarrollo de esta

especie.

La productividad de la especie esta determinada por una

multiplicidad de factores, que influyen en mayor o menor
grado en su rendimiento. Entre los mis relevantes se --
pueden mencionar los de tipo genético, nutritiyo, sanita
rio, de manejo y reproductivo. Los de tipé reproductive

son de gran importancia ya que inciden con mayor vigor -

en la eficiencia productiva.




[

La explotacidn ovina se realiza, en general en dos siste
mas: el extensivo y el intensivo. El extensivo, que és

el mas difundido, surgid como una consecuencia de rele--
gar la produccibn ovina a las'pasturaé mias pobres. En -
este sistema el nacimiento y el crecimiento de la cria -
estdn Intimamente asociados con las condiciones climiti-
cas y nutricionales. La temporada de cria esti predomi-
nantemente regulada por 1os.cambios estacionalés de la‘—
duracién del dfa. Los nacimientos se producen” una vez

al afio y generalmente coinciden con la presentacibn de -
los pastos de primavera. Por las condiciones nutriciona
les subdptimas, como sucede frecuentemente en éstas pas-

turas pobres, la fecundidad estd disminuida por una re--

duccidn directa en la tasa de ovulacién o por la selec--

~cidn natural que actla en contra de la prolificidad a --

. ,/
través de la incapacidad de la hembhra para proveer de le

che a mids de un cordero.

'El sistema intensivo se desarrolla en praderas.de'cali—-
~dad, lo que implica una alta inversi6én de capital. Los

corderos se producen a intervalos mds frecuentes y tan -
érematuramente como sea ﬁosible en la vida reproductiva

de la hembra. Este sistema requiere de una perfecta sin
cronizacién en los eventos reproductivos del hato, por -
lo cual se hace necesario el conocimiento de las caracte

‘

risticas bdsicas de la reproduccién oyina y el control -




de los mecanismos exbgenos y enddgenos que regulan el --
proceso reproductivo (Robertson, 1977).

Machos{

Los carneros son animales domésticos que sufren cambios
estacionales por el efecto de la duracidén del fotoperio-
do. Aunque yermanecen fértiles durante todo el afio, - -
cuando se ©-.cia la época en que se acorta la duracibn -
del dia, se obervan un aumento en la sintesis y libera--
cidn de gonadotrofinas hipofisiarias, que se refleja en
el crecimiento y actividad enddécrina de 1los testiéulos,—-
gléndulas accesorias y comportamiento sexual (Lincoln; y
Col.; 1977]. |

Los cambios graduales en la duracién del fotoperfode dia -
‘rio durante-el afio, constituyen el factor més~importante
sobhre el control de la estacionalidad féproductiva del -
borrego. Se propone a la glindula pineal como un posi--
ble mediador en la informacifn de la duracibén del dia, -
regulando el sistema endécriné a través de la melatonina,
Aunque es claro el papel que juega el fotoperiodo en la
estacionalidad del borrego, actualmente no se conoce com
pletamente el mecanismo por el cual ejerce su accién (Re

iter, 1974, Barrel, y Lapwood, 1979K).

El carnero puede, responder mas ripidamente que la hembra

a los camﬂios del fotoperiodo, lo que le hace un sujeto




‘7;H§s aywopaado para el estudio &d estaqunalidad Ademﬁs,'

‘. 461 nachn presenta laﬁwgntajp &¢

"pusitiva~ejerc1éa pav estrséialtan In hemhra y natural-*§
5mgnt¢ no hay cmz&es e&tmalas qﬁé hagan m&s comple;o el -i
; esta&ia del citlu eatacinnﬁl. Qn el macho se o&ewvan fn |

‘f7&icas mmrfﬂlégicus ex%am&as 6&&&35 y f&cilmcnte cuamt1f1»

‘cabtes que nos zn&ﬁﬁ&n‘__

ﬁaaﬁtsexual tales como tama
_n ﬁo tqstinalar, graﬁnwde aaxa- ’\!k |
, 'iﬁgwtﬁal, éesarreilu d% las f?ff?los &al cunlla,'eraci~~‘
| [,“-@imﬁao y muda de lana, <

) entﬁnea da la ragzén

';saaataas y 1evanatamigito ﬁ%l ;‘b*eﬁsapar;ur en respuasta |

”‘“,T;ﬂ;a'&resf¢ta§ﬁséae-dérj

;»f;za se eﬁﬁnantra com--

¥

'7}3@ 4@{&1 crecxni&ato de los = |

tposaer un sistema end -

|

[

Iwr!}ege 1, Fﬁi{y ¥ presenten patrones de secrecién |
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episédiéa, en la etapa de'regresién del testiculo los ni
veles en plasma de LH, FSH y T se mantienen bajos, y los
Apicos de LH se pueden presentar con una frecuencia mayor
de 8 Hrs. En la fase de desarrollo testicular, aumenta

la frecuencia y amplitud de los picos, cada aumento tran
sitorio de LH, se asocia con un aumento relativamente pe
quefio en los niveles circulantes de T; en esta etapa 1los
niveles de FSH son consistentemente altos y no ocurren -
aumentos episdédicos como en el caso de LH. Cuando los -
testiculos estén4totalmente deSarrollados, aumenta la --
frecuencia de los picos episddicos de LH; €stos picos --
son mids pequefios que en la fase de desarrollo, pero los

niveles de la hormona entre ellos son més‘altos que en -
otras etapas. Cada pequefio pico episddico de LH se aso-
cia con un pronunciado aumento- de 1d§ concentraciones de
T en plasma. La concentracidén de FSH en esta etapa es -
baja y las fluctuaciones episédicas em término corta son

pequeﬁas.-(Lincoln; 1976).

.Los niveles de LH, FSH, Prlly T presentan patrones esta-
cionales. En verano y otofio cuando la duraci6én del dia
disminuye, aumenta la frecuencia episfdica de liberacién
y los niveles de LH, FSH y T; durante la primavera (cuan
do la duracidn del dfa aumenta) disminuye la frecuencia

episédica‘y los nhiveles de LH, FSH y T. LT




Los cambigs en la concentracidn de Prl estén esencialmen

te invertidos, y asi Prl aumenta en su concentracidén du-
‘rante la primavera y verano disminuyendo en otafio e in-

vierno,

Durante verano y otofio, el volumen de'eyaculado, tamafiQ
testicular y actividad de apareamiento aumentan conside-
rablemente, mientras que durante la primavera estos parid

metros disminuyen.

La muda y crecimiento de lana y cuernos es mixima duran-
te la inactividad sexual. E1 levantamiento del 1abié'sg
perior,en'resﬁuesta al estimulo olfatorio, la agresivi--
dad entre machos y el miximo desarrollo de los méasculos
del cuello, se observan sélo cuandojlé ;oncentracién de

T es alta. (Lincoln y cOi._1§77).

~ La hormona libkeradora devgonadotrofinas (GnRH), es secre
tada en pulsos por las terminales nerviosas de las neurp
nas de eminencia media en hipotdlamo y es transportada a
hiééfisis anterior por el sistema porta—hipofisiaria, pa
ra ejercer su accidn sobre'los;gonadotfobos de esta re--
~gi6n estimulando la liberacién de LH y FSH en forma dife
rente, LH es secretada rﬁpidamente después del estimulo

de, GnRH; in tantd que la respuesta de FSH es tardia.¥ufa

actividad‘hipotﬁlamo-hipofisiaria sufre cambips por - -
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efectos de la duracién del fotoperiodo durante el ciclo

sexual del macho, posiblemente por cambios en la sinte--
sis de los gonadotropos hipofisiarios & bien por modifi-

caciones de la secrecién enddgena de GnRH del hipotédlamo.

Durante la exposicifn a dias cortos el hipotdlamo aumen-
ta su actividad secretora y frecuencia episddica en la -
liberacifn de GnRH. (?elletier y Ortavant, 1975; Lincoln,

1979).

En este mismo periodo LH,actﬁa a nivel testicular sobre
las c€lulas de Leydig para provocar sintesis y libera--
cién de T; los testiculos alcanzan su tamaflo midximo tor-
nandose completamente activos, aumenta la concentracisn
circulante de T, se restaura la espg;matogénesis aumenta
la 1ikido, coincidiendo con el tiemﬁo en que las hembras
~inician la manifestacifn del estro conductual. (Lincoln,

y Short, 1980).

El cambio de exposicidn a dias largos, aumenta la sensi-
Rilidad hipotaldmica del efecto retro-alimentader negati
Vo; que la T tiene sohre la secrecién de GnRH, a través

de 1la inhibicidn_éarcial de lé sintesis GnRH. (Lincoln,-

y Skort, 1980: Pélletier y Ortavant, 1975).

|
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La mayoria de 1los autores.reportaﬁ niveles elevadog de -
LH, y T durante el verano y otofio y niveles bajos duran-
te invierno y primavera. Las concentraciones de' estas -
“hormonas, varian dé'un rebafio a otro; probablemente ello
se deba a diferencias raciales y ubicacién geogréafica. -
Con respecto a T, Schanbacher y Lunstra (1976), reportan
los niveles mis bajos'en_mérzo, (2.06 ng/nl) en la raza
Finish Landrace y 1.01 para la Suffolk. La concentra- -
cibén mas alta (mayof'de 6 ng/ﬁi) la encuentra en el mes
de octubre. GoOmes y Joycé (1975) en las razas Southdoﬁn,
Shropshires y Targinees, describen las concentraciones -
mas bajés en diciembre (0.76 ng/ml1l) con un aumento en los
‘niveles de T en abril (3.8 ng/ml). En mayo los niveles
son de 7.42 ng/nl; hay una disminucifn en junio a 4.15 4\

ng/nl y en el mes de julio el nivel es de 8.31 ng/nl, pa

/
ra luego disminuir 1la concentracidn de agosto a septiem-

bre. Barrel y Lapwood (1979 a) en la raza Romméy reporta
niveles de 1.3970.32 de septiembre a diciembre, 1.39%0.32
de septiembre a diciembre, 3.12%0.82 ng/nl de enero a mar
20 y 4.2870.99 de abril a mayo. Katangole y Col. (1974)
en borregos suffolk reporta niveles de 0.3 a 10 ng/nl de

enero a septiembte y de 3 a 28 ng/nl de octubre a diciem-

bre.

Por otro 1ado; se ha estudiado la relacifn existente .en-
tre la liberacidn de diferentes hormonas (LH y T), bajo

condiciones de iluminacidn natural y el periodo del dfa;




asi como los factores luminosos inyolucradas en este lap
so sobre la regulacidén de éstas secreciones. Las hormo--

nas se han cuantificado a través de determinaciones reali

- zadas en muestras sanguineas durante periodos de 24 Hrs.,
en diferentes &pocas del afio (Ortovant y Col. 19821.' En
otros estudios bajo condiciones controladas (Lincoln y -
Col., 1977) se han obéervédo los camhios de patrones de
secrecibn diaria de las hb}monas LH y FSH en resPuesta a
los cambios de dufacién del dfa, correlacionando &stos -
cambios endbcrinos con la actividad testicular,
'Illiusvy'Col (1976 a) han determinado en carne

ros los perfiles plasméticos de T, desde el nacimiento -

hasta la Pubertad. Detectando niveles bajos al nacimien .

to ohseryan un aumento entre 1las semanas 10 a 16 de edad
el que se incfementa baulatinamentevhaSta presentar un -
pico en la semana 26; que coincide con la aparicién de -
la ?ubertad.' Otro hallazgo fue el observar que el efec-
to depresor estacional se presenta s6lo hasta el segundo
afio de yida. Estos mismos autores (1976 b) estudian el

efecto de diferentes amhientes sociales durante el desa-
rrolle ontogéhicd; sobre el comportamiento social poste-
rior de los machos; asi como el efecto del estimulo so--
cial inténso, provocado por hembras en actividad repro--
ductiva, en los cambios de los plaéhéticos‘de T; también

han tratado de demostrar el efecto postcopulatorio en 1la




T circulante.

Hembras.

En la hembra el ciclo estral es de 16 a 17 dias aproxima
damente. Sus eventos mis importantes se puedeh dividir
en aquéllos asociados al crecimiento del foliculo y los
asociados al crecimiento del cuerpo lGteo. Los primeros
se pueden clasificar en dos periodos proestro y estro, -
los segundos en metaestro y diestro. El ciclo se des--

cribe a partir del primer dfa del estro.

Proestro: Su duracidén es de dos dias y se caracteriza -

por el crecimiento del foliculo y por la produccién de -

estradiol (Ez).

Estro: El estro conductual es el rﬁﬁqltadovde la accibn
del Ez sohre el Sistema Nervioso Ceﬁtral. La duracién -
de 1la ieceptividad sexual es variable, perq en general -
el calor o celo dura 3Q a 40 horas. -Existen ovulaciones
sin estro (calores silenciosos), que ocurren con frecuen

cia al inicio y al final de la estacibn de actividad sex

ual, En estas mismas ‘épocas los estros son més cortos.

La primera ovulacidén de la estacidn reproductiva o del -
inicio de la pubertad, no estd asociada frecuentemente -

con estrg conductual. Parece que es necesarioa una pe--

»

quefia canﬁidad de progesterona (P4) para proyocarlo. ~

\,
\




En ovejas ciclando, &sta proviene del cuerpo ldteo del -
anterior ciclo, pero en la primera ovulacidén, esto no es
- posible. La ovulacibn ocurre durante la segunda mitad -

del celo.

Metaestro: Se inicia después de la ovulacidén. El cuer-

po liteo se organiza y comienza a funcionar aumentando -

répidamente los niveles de P4. Su duracidén es de dos --

dias.

Diestro: Tiene una duracidn de once a doce dlas. Duran
te este perfiodo el cuerpo ldteo se hace funcional, produ

ciendo gran cantidad de P4,

Sin un -zigotq se iﬁplanta, el cuerpg/ lfitec continda fun-
cionandgldurante la prefiez, si el 6vulo no es fecundado,
el cuer?o~1ﬁteo permahece s6lo hasta el dfa 12 0 13. El
descenso de P permite un pico de FSH y el crecimieﬁto -

de otro foliculo.

En resumen; los-estrﬁéenos dominan durante tres 6 cuatro
dias del ciclo; mientras que la P4 domina alrededor de -
trece dias. La primera fase se denomina folicular 6 es-
'trpgéniCa Y la segunda del cueréo ldteo & progestacional

(McDonald, 1975)., N L
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Cada ciclo estd regulado por un conjunti caracteristico

de hormonas reproductivas de 1as cuales 1a$ mas esﬁudia—
das son LH, P4 y E2; sin embargo se reconoce la partici-
pacidn dé otras tales como la Gn-RH producida por las --

neuronas enddcrinas en el hipotdlamo; la FSH producida -

por la hip6fisis y la melatonina producida por la pineal.
‘La contribucidn especifica de &stas hormonas al fendmeno

reproductivo, de l1la oveja, afin no estd suficientemente es

clarecida (Kaesch, 1980).>

El perfil de P4 circulante refleja los-cambios de la ac-
tividad secretora del cuerpo 14teo, que a su vez estd re
gulada por factores estimulantes provenientes de 1a hipd
fisis, e inhibitorios cuyo origen es el fitero (Legan y:\‘
Karsch, 1979). . |
El E2 circulante deriva casi exclusiyamente de varios fg
liculos oviricos que se desarrollan y luego atresian du-
rante el curso de cada ciclo (Baird y Scaramuzzi., 1976).
LH es secretada por la hip6fisis en dos formas funcional
mente diferentes. EI pico de LH; que es una descarga ma
siva producida €én el estro y que produce ovulacién, es -~
consecuencia de la accién positiva de retroalimentacidn

de los esteroides ovéricos, La forma ténica de secre~-

cién, que se produce entre ciclos ‘sucesivos es necésario

.

para el \desarrollo normal de los ovarios Yy para la




secrecidn de LH es regulada por el efecto inhibitorio de

los esteroides ovaricos (Baird y Col., 1976).

Durante el ciclo estral los valores séricos de P4 varian
de 0.8 ng/nl (durante la ovulacidn) a 4.0 ng/nl (en el -
dia 7). Tanto en animales ovariectomizados como intac--
tos en anestro, la concentracidn plasmitica fluctla alre
dedor de 0.2 ng/nl proveniente de 1la producci&n cortico-

adrenal (Robertéon, 1977).

Los niveles basales de LH, en borregos ciclando,‘oscilan
entre 2 y 3 ng/nl, y en el pico ovulatorio entre 30 y -~
200 ng/nl (Geschwind y Dewey, 1962; Goding y C61., 1973;
Scaramuzzi y Col.; 1970; Pant y Cblf; 1977).

Los valores de estradiol plasmatico descritos varian de
un autor a otro (Biﬂdon y Col.; 1975§‘Yuthasastrakosol Y
Colq; 1975; Pant y Col.; 1977). Se sabe que el E2 fluc;
tda juﬁto con las descargas pulsétiles de LH endbgena -
(Baird y CoI.;f]976§ Scaramuzzi y Baird; 1977) y que --
‘éstas variéciones ocurren con una frecuencia de un pico
cada dos horas (Baird y Col.; 1976). Scaramuzzi y Land
(19783 obtuvieron; en el dia novend del ciclo estral -+

_una concentracidn media de E2 de 72.2%10.2 ﬁglnl en --

hembras Scottish Blackface y en Finish Landrace de = «~




s

66.8t10.2'pg/n1 y los valores preovulatorios mias altos -
" fueron de 3.4%0.5 y 3.920.5 pg/nl respectivamente. Las
primeras concentraciones corresponden a sangre de la vena

ovdrica y las dos Gltimas a sangre periférica.

El periodo preovulatorio comienza con la destruccidn del
cuerpo liiteo, produciéndose una caida brusca de progeste
- rona circulante. Previo a esto, en la fase llitea, la P4
elevada ejerce una potente retroalimenfaci&n negativa, -
manteniendo la secrecidn ténica de LH (Karsch y Col., --
1979). Este control sobre LH desaparece a medida que 1la
P4 décliné, y se refleja por un gradual pero sostenido -
aumento. de la concentracidén de LH sérica dos 6,tres.dias
antes del pico (Hauger y Col., 1977)._ El aumento de LH
éstimula la secrecidn folicular de EZ‘y las dos hormonas
aumentan paralelamente cuatro a ocho horas. E1 E2 alcan
za niveles suficientes como para desencadenai dos even--
tos, conducta de estro y el pico de LH. Este provoca la
ovulacidn y formacidn de un cuerpo lﬁteo, el siguiente -

ciclo estral se inicia.

La especie ovina presenta una gran variacién en la dura-
cibn de la actividad sexual anuél; desde 1la condiciénwmg‘
noéstrica hasta el estado poliéstrico estacional en la -
mayoria de las razas dom&sticas (Thibault y Levasseur, -

1974].
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En cualquier raza oyina, la duracidn de la estacign re--
productiva puede ser considerablemete modificada por la
localizacién geogrifica, las caracteristicas climiticas

y su estado nutritivo.

La estacidn activa se inicia al final del verano § prin-
cipios de otoﬂq y continﬁa}durante el invierno. En prima
vera, coincidentemente con el aumento del fotoperiodo, --
los cicles reproductivos cesan y la oveja entra en anes--
tro. |
\
Aunque existen numerosas hipétesis y un buen caudal de -
investigacioneé al respecto, las bases enddcrinas del --
anestro estacional no son conocidas con precisién (Kor--

sch. y Col,, 1980); el conocimiento de &stos mecanis~-

mos es fragmentario.

La morfologia del ovarioe en anestro se caracteriza por -

ausencia de cuerpo lfiteo (Thimonier y Mauledn.,,r - ~-

, 19691;7 A pesar de que se ha comprobado 1a presencia de

folficulos de mis de cinco milimetros de didmetro, su ca-
pacidad secretora se desconoce. Estos foliculos pueden
ovular en respuesta a un pretratamiento con esteroides y
'un régimen apropiado de gonadotrofinas.

Durante el ciclq,estral; foliculos de similar tamafio - -

N




secretan androstendiona y 17 @ estradiol (Moor - - ™--

1973). También la adenochipdfisis tiene un contenido de
gonadotrofinas que serfa capaz de liberar si es adécuadg

mente estimulada.

Por otra parte el hecho de que a la ovariectomia, reali-
'zada durante el anestro, siga un rapido aumento de la -«
concentracién de LH, indica que algdn producto de secre-
cidn del ovario suprime la ‘liberacidn de gonadotrofinas,
~afin en el ﬁeriodo de inactividad sexual. Sin embargo el

conocimiento. que existe al respecto no es completo ni hay

un total acuerdo respecto afla interpretacién de éstos me

canismos.

Se ha expuesto que la estaciomalidad reprodﬁctiva estaria
causada por variaciones en la actiVédad de la hipOfisis.

Los estudios de niveles de'gonadotrofin;s en la hipéfiSis
de oveja durante anestro son contradictorios. Algunos --
trabajos informan que el potencial total de gonadotrofi--
nas es mids alto en anestro que durante la estacién repro-

ductiva, mientras otros no han encontrado diferencias.

Esta contradiccién podria deherse en parte a que las téc
nicas de determinacién hormonal que se han usado son ya-

riadas y a la heterogeneidad del material hiolbégico uti-

lizado en los diferentes experimentos. : nd
i N




’El ‘estudio de las fuentes de. varlac16n en la capac1dad -
reproductlva de la oveja se compllca por la dificultad -
para scparar las causas de los efectos. Esto es particu
1armen%e efectivo en el caso del papel que desempefia la

‘secrecién de gdnadotrofinas en la mediacién de la yaria-
cidn estacional, en la presencia o ausencia de ciclici--
dad y en 15 variacién de la tasé de ovulacién dentro de

ciclos.

Las diferencias en la secrecidén de gonadotrofinas entre

ovejas ciclicas y no ciclicas, puede ser una consecuen--
cia de la presencia o ausencia de ciclicidad mds que una
causa (Land y Col., ~1976) Thimonier y Pelletier -~
(1971) y Land vy COi-, (1973) han observado re-
laciones genotipicas entre el nﬁmerb de cuerpos lﬁkeos -
formados y las caracteristicas de la descarga preovulato
ria de LH. Estas relaciones pueden tener origen a par--
tir del desarrollo y ovulaci6én de diferente nfimero de fo
1fculos més que ser la exprésidn de una diferencia bidsi-

ca en las caracteriéticas de la liberacién de LH, la - -

cual puede estar asociada con las diferencias en la tasa .-

de oyulacidn.

Técnica.
.En los Gltimos 15 ajios se han desarrollado técnicas mi--~

croanaliticas para medir concentraciones de hormonas; el

rad;clnmunoanéllsls (RTA) ha-sido latécnica'predomlnante.

mente usada en Endocrlnologia.




El método de RIA fue desarrollado en 1959 por Yallow y -

Berson (1959), para medir concentraciones de ihsulina -
en plasma basandose en la observacidén de la competencia
que se establece entre un antigeno marcado y uno né mar-
cado, por los sitios de unidén de un anticuerpo especifi-

co presente en concentracidén limitada.

Un requisito indispensable para que el RIA sea aplicable
en la medicidn de compuestos orginicos, es que &stos ten
gan capacidad antigenica. Las hormonas esteroides son -
substancias éon bajo peso molecular (menor de 1000), que
requieren acoplarse covalenfemehte a proteinas (albfimina
sérica boViné‘é humana). La uni&h covalenté entre la --
proteina y el esterbide, se da entre los grupos amino o

carboxilo de_lé proteina Y los grupos ceténicos 6 hidro-
xilo de 1a hormona esteroide; usando diversas reaccio--

nes (Liebe?man y Col., 1959; Torneycroft y Col, 1970).

Abraham (19681; demuestra que los reactivos necesarios -
para el desarrollo de &ste método estaban disponibles --
desde hacia'una década. Sin embargo no eran aplicables
para cuantificar niveles hormonales en liquidos biolégi '

8

cos (en el rango de 10° 1t/mol).

-

La baja afinidad del antisuero constitufa la érinci@al -
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limitante, dado que la sensibilidad del RIA es directa--
mente proporcional a la constante de afinidad del anti--

suero que se utiliza; la constante de afinidad aceptable
9

para que un antisuero pueda usarse en RIA es de 107 a --

10

10 1t/mol.

No fue sino hasta 1969 cuando Abraham; produjo un anti--

010 1t/moi, este

suero con constante de afinidad de 2.8X1
antisuero para el desarrollo del RIA en fase sbélida, de

17§ -estradiol.

A través de los éﬁos el RIA ha sufrido modificaciones -~

" esencialmente en:

- Tipos de isdtopos usados parg marcar las hormo--
nas. |

- Fase de séparaciﬁn del antigeno 1libre después del
periodo de incubaciﬁn. |

- En RIA para hormonas esteroides se usan dos tipos

125

de marcadores; yodo 125 ( )y tritioV(Hsl. El

marcaje con 125y logra un mayor titulo del anti--
suero y aumenta la sensibilidad de la técnica;'sg
lo cuandb se ﬁsa un antisuero con’élta afinidad.

Las deventajas que presenta este isétoﬁo son su -
corta vida media (60 diaé) y el alto boder de - -
emisién-de rayos gamma. Se prefiere el uso del -

tritio por las siguientes razones:




El bajo poder de enision de rayos beta; una yida
media mis ﬁrolongada (12 afios) y consecuentemen-
te,'la actividad es?ecifica de los esteroides --
marcados con este isétopo no cambia aéreciable-f
-mente durante el periodo de su uso y los esteroi-
des marcados con tritio pueden usarse como marca-
dores para correccién de recuperaciﬁn (Abraham y -

Manlimos, 1977).

Al final del perEOdo de incubacibén es necesario
separar el antigeno marcado unido al anticuerpo,
del antigeno marcado 1ibre; esta fase de separa-
- cidn ?uede hacerse por varios métodos:

Por precibitacién, usando sales (sulfato de amo--
niOl 0 solventes orgénicos (étanol,'metanol, ace-
tona); por adsorcidn del antigeno marcado (carbén
cubierto con dextran; silica, talco, intercambio
de resinas); por inmovilizacifn dek antigeno (fi-
jando el antisuero a las parédes‘internas del tu-
ho & por el'ﬁso de proteina A del Staphilococus -
aurehSl 6 por inmunoprecipitaciﬁn usando un segun
do anticuerpo (producido contra la gamma globuli-
na, de 1la especie en la que se generd el primer -

anticuerpo).

"Ellmétodo’de RIA en la actud®idad es altamente sensible,

i;
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especifico y confiahle y ofrece la pdsibi_lida,d de proccer

sar gran nimero de muestras en forma simulténea,

La cuantificacidn de hormonas esteroides ( T y P4) en 1%

quidos bioldgicos por la técnica de RIA; ha permitido --

" profundizar el estudio de aspectos reproductivos (del ma

cho y de 1la hembra) en diferentes esﬁecies en general.y

en el ovino en particular,

La valoracidn de T en suero ha facilitado el estudio de
las variaciones estacionales que presenta esta hormona ¥
la correlacidn que existe con la conducta sexual, produc
cidén, cantidad y calidad ael semen y evaluacibn de la --
funcidén testicular. En la dVéja, la P4 se ha cuantifica
do en suero, plasma y leche para el‘estudio de; ciclo -
estral, prefiez normal; diagndstico temprano de preﬁei, -
defecci§n de estro no manifiesto, evaluacién deyla fun~-~
ci§n ovdrica de hembras infértiles 6 anormales y diagn®s
tico de mortalidad embrionaria entre otros (Perera y - -
-Abeyratne 1979). |

'Justificacién y Objetivos.

Como se puede observar;vel estudio de-1a~feproducci6n de

la especie ovina, es un campo ampliamente ahordado a mi-

vel mundial. Sin embargo, teniendo presente que este fe

ngmeno estd fuertemente influfdo pot factores ambienta--

1es, tales como nutr1c16n y cﬁracteristlcas del fotoperio
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_do,-determinadas princi?almente ?or,la iocaliiacién geé-

. gréifica, se hace evidente la necesidad de estudiarlo lo-

“calmente.

En México, esta linea de inyestigacién se estid desarro--

llando a través de la actividad de diferentes grupos.

El_bresente_trahajo tiéﬁe cdmo fihaiidad contribuir, en
~alguna forma; al conocimiento de este fendmeno a nivel -
regional,

Actualmente las diferentes regiones de produccién ovina
'en'MéxiCO;:utilizan criterios reproductivos que en la ma
yoria de los CaSOS; son résultado de la simple bbservé-
ciéﬂ'(Yaléncia y Col. ]982;'Hernéndez y Col. 1983; - - -
: Barfon y Col. 1981; Valencia y Col. ]978).

La caracterizacién del comportamiento reproductivo desde

- el punto de vista hormonal, permitiri el conocimiento --

~més preciso de -los mecanismos involucrados en la repro--

duccién,'posihilitandoAla programacién mis adecuada Yy ra |

cional de la actividad reproductiva de la especie, con -

- todos los beneficios que esto implica.

) ‘ [ )
Los ohjetivos generales de este trabajo son:

v Caracterizar el comportamiento reproductivo de los --




ovinos en las diferentes regiones del pais.
- Identificar las épocas de empadre mis adecuadas,

Formular recomendaciones para un manejo reproductivo

mis eficiente de la especie.

Los objetivos particulares propuestos ﬁara la etapa que

cubre este informe son: |

- Obtener capacitacidn en la metodolpgia para la deter-
minacidn cuantitativa de algunas hormonas reproducti—
vas del ovino.

~ Establecer la metodologla bara la cuantificaciﬁn de -
éstas hormonas (T y _P4).

- Describir el comportamiento hormonal en una.época del
periodo reproductive del macho y del ciclo reproducti

~vo de la hemhra en ovinaes criollos.




HIPOTESTIS

- = Hay diferencias en los niveles hormonales de los ma-

chos en presencia de hembras y de los machos sin hem

bras.

- La estacidén del afio es un factor importante en los -
niveles hormonales de los machos, sin importar la --

presencia o ausencia de las hembras.

- El patrdn del perfil enddcrino de 1las hembras; puede

variar en el transcurso del afio.

S - Estas variaciones tienen como consecuencia la mani--

festacién de estacionalidad.

MATERTAL Y METODQS

Machos.
Se trabajé con un hato de siete machos e igual nGmero de

hembras ovinos criollos, de aproximadamente dos afios de

edad.

Los machos provenian del Estado de México. Se identifi-

caron con arete numerdndolos del 41 al 47, Se pesaron, -




27.

se obtuyieron'muestras de sangre y heces para anflisis -
clinido, se les administr§ un anti@arasitario interno; -
se esquilaron y bafiaron con un antiﬁarasitario externo. -
Las hembras provenientes del Estado de Querétaro, se -~ .-
identificaron por medio de un arete numerdndolas del 1 -
al'7; y se les sometibé a igual manejo que el descrito pa

ra los machos.

Durante el experimento se administr6 a la totalidad de -
los animales; una dieta de-mantenciQn de heno de alfafa
y rastrojo de mafz en proﬁbrcién de 11.9 gr. y 15.87 gr.
resﬁectivamente por kilo de peso viVo;'y sal mineraliza-
da "ad-libi?um", Se controlé el peso individual (Cuadro
No. 5 y 6).
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A todos los machos del experimento se les practicd desyia

cidén de pene con el objeto de utilizarlos como detectores

de celo. Después de diez dias; de transcurrida la opera«

cidén, se procedié a observar la presentacién de celos. -~

Diariamente, en la mafiana después de dar de comer a machos
y hembras por separado en sus corrales, se sacaron a un po
trerillo y se observaron durante media hora. En el dia per-
manecieron en el mismo potrerillo y en la tarde, después -
de darles de comer separadamente se observaron por el mis-

mo periodo que en la mafiana y se estabularon en corrales -

separados.

' Se agruparon al azar en‘grupo I (animales 41, 42, 45 y 47)

yAgrupo IT (animales 43, 44 y 46). JEstosAgrupos se alter-
naron en convivencia (DH) y aislados de las hembras. (DsH)-
en una primera etéﬁa de aproximadamente 35 dias de dura- -
ci§n Yy al cambio de tratamiento, una segunda etapa de 60 -

dias (cuadro No. 7).




074837

*selquey op BIOUSSaId Ud SOYdEl

sexquoy uts soyoely HST /L .

*RIpP UM 93ULINP BIOY BPERD 09I13SONU UOD SITBWIUY "

Ha /T .

09 TIA-¥Z T8 A-82 HSQ 11

09  |TITA*¥Z Te A-82 Ha 1|0 ez |

_ : mow w
8¢ A-ST T® AI-0Z ;7 HO | vy sev) 1T
Gelt ‘st

€€ A-ST T® AI-LZ jTHSC | ey ) 1) el
o (svIa) OFYLSINN A | OINITWVIVYY 0dMyo | 'SVAvid|
OLNIINVIVYIL 0001¥dd “ |
T2d NOIOVYN |

OLNTIWVIVYL YO0d SOHIVHW HA onUDmHMHmHn

L "ON O¥avno




E1l muestreo se reaiizﬁ en prima&éraxy;principios de vera-
no. Los animales 43 y 47 se utilizaron para determinar -
las variaciones de T circulante en el transcurso de las -
é 24 horas (MC), tomdndoles una muestra cada hora. (Cuadro
| No. 7). Este fipo de muestreo se repitié en cuatro opor-
tunidades a lo largo del experimento. E1l muestreo ruting
| rio (MR), se realizd tres veces por semana, los dias lu--
; nes, miércoles y viernes, extrayendo la muestra en la ma-

} flana antes de dar de comer a los animales (Cuadro No. 8).

v

Anilisis Estadistico. ' , g
Se aplicé un andlisis estadistico a través de una prueba
de hipdtesis para observar si existian diferencias signifi
cativas en las concentraciones de T de los machos bajo tra

tamiento DH y DsH.

Se utiliz6 un anﬁlisis de regresidn para determinar si - -
existia un comportamiento‘beriﬁdico. Se selecciond la cur
ﬁa sinoidal como base para realizar el ajuste de los datos
observados. Este ajuste no 1iﬁea1 se hizo por minimos cua
drados. Al anilisis de regresiﬁn y correlacidn se les cal:
culd 1la F de Fisher del anilisis de varianza respectivo pa

ra conocer si el ajuste era estadisticamente significativo.

El modelo matemidtico para ajuste sinoidal parte de los --




siguientes pardmetrQs:

T

P_efiodo t longitud del mis i)equeﬁo intervalo de tiem-
po en el cual el evento éeriﬁdico ﬁroduce un ciclo -
comﬁleto;

Acrofase: tiemﬁe en el cual la curya sinoidal tiene
su yalor mids alto.

Valor intermedio de la curya sinoidal '
Distancia entre el yalor intermedio (C) y el valor

mds alto © mis bajo de 1a curva sinoidaﬂl».‘

Frecuencia angular: ' 2%
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: Hembras.

A las hembras se les practic§ dos iipos~de muestreo: el ru
tinario (MR); con igual frecuencia y siguiendo las mismas
normas que en los machos y el muestreo ﬁeriestral (PE) --
efectuado en cada hembra alrededor deljtercer estro mani--
fiesto. Teniesndo como referencia los dos estros anterio--
res, se estimbé la fecha dél.tercero Yy se inicid el mues- -
treo periestral 48 horas antes, extrayendo una muestra ca-
da cuatro horas. A partir de la deteccidn del celo; el --
muestreo se hizo mds frecuente, cada dos horas; Yy se pro--
1ong§ por 24 horas més; (Cuadro No. 9).
‘ CUADRO No. 9
TIPOS DE MUESTREO Y CANTIDAD DE MUESTRAS

. 2l ANIMAL No.....9| ..
| - TIPO DE MUESTREO |5 1513 T4 |5 [ 6 | 7 |TOTAL |
ey A3 laz|3s|3s| -|33] 3820|0223
MR L SR RN DAt Dak BN B Bl End el
4/ b el 1at1alorl 1el 12l &l a9
ER =0 p 61141141271 18) 14) 61 99
, Y . . _ o , _ R
CPE= 1231251111423 33) 22y 231 177
TOTAL 1 76] 75[ 63| 69) 84| 74 58] 400
_ R SRR R R ol R I e R
1/ Muestreo rutinario
2/ Muestreo periestral ’
3/ Epoca §inmes;ro.manifiesto
4/ Epoca reproductiva




A

Las muestras se obtuvieron por puncidn yugular con aguja
estéril, recibiendo la sangre (2Q ml) en vacutainer, Los
sueros divididos en cuatro alicuotas, se conseryaron en -

congelacifn hasta su procesamiento.

E1l método seleccionado para cuantificar T y P4 en suero -
‘de ovinos fue el RIA de fase 1liquida por ser altamente --
sensible y especifico ademds de -requerir pequefios volGme-

nes de suero, (Abraham'y Colg,‘1977).

La validacién del RIA para T y P4 en suero de ovejas, se

hizo a través de curvas de paralelismo (Reimers y Col.,-

1981). (Anexo No. 5).

Previo.al RIA las muestras de suero, fueron sometidas a -.

un‘proceso pgrciél de purificacién.(Anexo 3).

Té&cnica para Determinaciones Hormonales.

Secuencia de -trabajo para el RIA.

La secuencia de trabajo estahlecida para procesar-las = -
muestras problema pOr RIA fue como sigue: Debido a que -
1au¢aPacidad mixima del cabezal de 1la centrifuga refrigé-‘
rada fue‘de s§lo 96 tubos, cada RIA tuvo como miximo ese

'nﬁmero de tubos.

Los fubos 1 y'Z; 4]'y’42; 95 y 96‘siempre-coriespondieron‘
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uniones miximas entre la hormona marcada (progésterona 1,
2,6,7-3H) con el aptisuero (anti-P4 6 anti-T), en auéencia
de 1la hOrméné no marcada (estandar o problemas). A este -
grupo &e tubos se le agregd 0.5 ml de buffer de fosfatos pH

7.2,

Los tubos 21}y 22, 61 y 62, y 93 y 94 fueron uniones no es-
pecificas que permitieron observar que tanta radioactividad
u hormona marcada se adhirid a cualquier compuesto que no -
sea el antisuero (anti-P4 6 anti-T).  Este grupo de tubos -

recibid un volumen de 0.6 ml del mismo buffer.

Los tubos 15 y 16, 55 y 56 y, 87 y 88 contuvieron el control
de calidad con concentracidn alta; permitieron evaluar el --

comportamiento de la curva estandar en su parte baja.

Los tubos 17 y 18, 57 y 58.y, 89 y 90, fueron controles de
calidad con concentracidn media; permitieron ver el compota

miento de la curva estandar en su parte media. -

Los tubos 19 y 20, 59 y 60 y 91 y 92 fueron controles de --
calidad con concentracidén baja que permitieron evaluar el -

comportamiento de la curva estandar en la parte alta.

Todos los tubos correspondientes a control.de calidad reci-

hieron una alicuota de 0.5 & del extracto‘resuspendido en

solucién buffer de fosfatos antes mencionada.




El objetivo de colocar al inicio, a 1a mitad y al final -

del RIA uniones miximas, ﬁniones no especificas y.contrq-
les de calidad de concentracidn élta, media y baja es el
determinar variacidén intra-andlisis y en el caso especifi
co de los contrcles de calidad, la evaluacidn de la varia
cién interanilisis del método. (Rodbard,_1974).
,

Los tubos 3 al 14 contuvieron el estandar en dosis que van
de 11,77 a 376.8 pg/0.5m1 para la curva estandar de P4; y
de 11.52 a 368.64 pg/0.5 ml para la curva estandar de T. -
Cada dosis aumentd progresivamente al doble y se procesd

por duplicado.

Este grupo de estdndares permitid construir la curva dosis
respuesta que sirvié como referencia para conocer la concen

tracib6n de los sueros problema.

Los tubos restantes, es decir del 23 al 40, del 43 al 54 y
del 63 al 86 contuvieron alicuotas de 0.5 ml del extracto
resuspendido de los sueros problema, procesadas por dupli-

cado 1o que permitid analizar 27 muestras por RIA.-

Después de alicuotar el buffer, estdndares y extractos re-
. suspendidos de los sueros problema y controles de calidad,
los 96 tubos recibieron un volGmen'de 0.1 ml de P4 1, 2,6,

7-;H.6 T'],2‘6;7v3H con apredimadamente 20 000 dpm. Luego




' go la gradilla con los tubos a 4°C durante 18 a 24 horas

- bacteriano,

se agrega un voldmen de Q.1 ml de antisueros anti-T = - --

(145 000) o anti-P4 (1:7Q QaQ), Al_grupo de tubos de - -

unidén no especifica (UNE) no se les adiciond antisuero.

Condicionés”de‘Incubac16n "

Una vez que se hubo agregado estos reactivos, se ggitaron

en yortex por aproximadamente 3 segundos, colocando, lue-

para que la reaccidn antigeno-antisuero alcanzara el equili
brio. La incubacidn se desarroll a 4°C para permitir la

interaccién antigeno-antisuero y evitar el crecimiento ~-

Se?aracién;del'Esteroide libre del unido al antisuero.

,Deséuésqdel éeriodo;de incubacidn, el esteroide marcade-1i

.hre se separd del unido al antisuero con la suspensién -

. de carhdn cubierto con dextran (0.625g%) en solucién de bu

 ffer de fosfatos agregado en un tiempo miximo de 2 minutos;

permaneciendo en contacto con &ste reactivo durante 15 mi-

- nutos, contados a partir de la adicibén del carbdn-dextrin

al tubo No. 1y todo ello a una temberatura de 4°C. !

Deséués de los 15 minutos de incubacién, los tubos fueron

‘centrifugados a 4°C durante 10Q minutos, a 3 00Q rpm. Al -
- final de este'Periodo; los tubos fueron regresados a la --
.grédilla_sobfe haﬁofde hielo con agua para mantehér sgdi-;

mentadQ el carhdén y evitar que la hormona marcada unida al

I b R, L350 oY i RSN EN ath +  c5 s st




‘es de 95 a 98% y ocurre en s6lo 20 minutos Y pofque probog

antisuero se desuniera,

Se selecciond al carhdn-dextrén para separar el esteroide
marcado unido al antisuero del marcadp fiibre, porque:
El carbdn-dextrdn minimiza la interferencia no especifica

(blanco) en el andlisis, la adsorcifn de esteroides libres

ciona una alta precisién al anilisis con un coeficiente de.

variacidn de la curva estindar de sélo 2%.

Deteccidn de la radioactiyidad unida al antisuero.

El sobrenadante de cada uno de €stos tubOS; se decantd en
viales de vidrio con bajo contenido de potasio 44. Luego,
cada frasco recibiSun voltimen de 5 ml de solucidén de con-
teo BBS; (Anexo 3); tapando e identificando cada uno de -
ellos,se agitaron envortex y se limpid la superficie exter
na con alcohol etilico ?ara quitar grasas que pudieran in-
terferir en 1la transmisién de la luz. Los viales se coloca .
fon en un espectémetro de centelleo 1liquido y se contd - -
cada tuho durante un minuto.

» \
Para el cdlculo de la concentracién déila P4 y T en suero
de'concentracién desconocida se utilizé la transformacidn
Logit-Log de 1la relaciéh U*/Uo*f vs Log decimal de la dé-
sis, introducida por (Rodbard; y Col., 1969], borque su

prime la posibilidad de prejuicios personales en el trazo




—.—

de la curva dosis—re5pucsta, y en ¢l ciilcule de las mues-

tras desconocidas,

*y = Antigeno marcado unido al antisuero en presencia
de antigeno no marcado (desconocido 6 esténdar).
**Uo = Antigeno marcado unido al antisuero en ausencia

de antigeno no marcado.
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durants los tratamientos sin hembras {DsH)

(GRUPO 11 ) de custro musstreos de 24 h,
Y con hembras (D H).

Perfiles de testosterona sérica del camero 47
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CUADRQ Na. 12
: VALORES PROMEDIO DE TESTOSTERONA SERICA
- DE MACHOS CRIOLLOS
} (Primera y segunda etapas de los muestreos rutinario y de
| 24 h).
z . . . L T T VRN S S SN S S N S R S
MACHO PRIME?A ETAPA SEGUNDA ETAPA J t
No. ... ... (hg/ml) ......... (ng/ml) ....................
a ras ¥ 20 & saer
) e es 2 nse € 118 (ns)
43 3/ 4,46 &/ 5.29 2/ -2.89%
.......... 4. _7.3. e e e e e e e, .5...2.6. D T D .
- TR A 1.61 20 -1.16 @s)
...... s eaz2l a2 € 2
...... 6 076 s 2 ager
b/ c/
47 1.85 = 4.89 -2.69%
.............. Pt R O * S SN
“a/ Machos con muestreo de 24 Hrs.
b/ Tratamiento machos sin hembras
"¢/ Tratamiento machos en presenc1a de hembras
® significativo

ns no significativo
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ANALISIS DE REGRESION SINOIDAL DEL RITMO DE LA SECREEION

EPISODICA DE - TESTOSTERONA“SERICA EN BORREGOS CRIOLLOS.

No significativo

CORRE ANOVA
No. Y = 'a Sen .(W.T +9 + C T .LACAIUN ..... P
43+ (I 0.76 Senc—1;’+1.51) + 4.44 7 0.42 2.30 .10
(II) 0.75 Sen( ™ +1.05) + 4.75 7 Q.42 2.25 .10
(III) 0.62 Sen( " -0.89) + 5.24 7 0.45 2.59 .10
(IV)  0.53 Sen( ™ -1.06) + 5.25 7 0.33 1.65 .20
47+  (I)  0.65 Senfzjgv’0,71) + 1.18 6 0.40 1.85 .20
(II) 0.62 Sen( "™ -0.19 + 4.09 6 0.41 2.14 .10
(III) 1.50 Sen( ™ +0.46) + 4.96 6 0.46 2.74 .10
(IV) 0.74 Sen( ™ +0.14) + 2.75 6 0.37 1.60 .20
41 @) 0.95 sen(2¥% +1.13) + 1.24 3 0.67 4.12 .05
(II)- 0.87'Senc-2§7-o.92) + 2.83 4 0.38 1.80 .20
. 2 |
(1 0.22 5en(™% 45.47) + 0.45 5 0.41 0.91 ns
(I1)  0.53 Sen(37 -0.40) + 1.10 5 0.43 2.47 .10
44 (1) 0.35 sen(3f -0.26) + 1.20 12 0.30 0.65 ns
(II) 0.50 Sen( "™ -1.06) + 1.59 12 0.51 3.94 .05
6 (1) 0.38 senCHF g 92y 4 0.77 11 0.56 2.96 .10°
....... (II) 1.46 Sen( " -1.52) + 3.21 11 0.06 0.03 ns
‘T Periodo :
a Amplitud
®  Acrofase
C Valor intermedio de la curva sinoidal
w2 '
+ Muestreo de 24 h °
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Perfiles de progesterone sirica de las
ovejes 1 y 3. Musstreo rutinario.
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Perfiles de progesterons sérica de las
ovejas 2 y 5. Musstreo rutinario.
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DISCUSION

Machos: .

En 1a Figura No. 1, se observa el perfil de testosterona

sérica de los carneros sometidos a muestreo rutinario du
_ rante primavera y principios de verano. Se puede desta-

car que los valores aqui obtenidos son muy coincidentes -
con los deSCritos en la literatura asi como tambien ia -

tendencia que siguen los niveles de una estacién a otra -

(Gémes, y M.C. Joyce., 1975; Schanbacher, y D. D. Lunstra,

1976; Kennaway, y Col. 1981). En el grupo I se destacan
las diferencias entre los niveles de uno y otro tratamien

to, particularmente en los animales Nos. 41 y 45, En el

grupo II, los niveles tambi&n son notoriamente diferentes,

aunque estos animales estuvieron sometidos a los mismos -

tratamientos pero con una secuencia inversa.

La Figura No. 2 muestra los perfiles hormonales del macho
No. 43 correspondientes a los cuatro muestreos de 24 h. -
En la parte superior se encuentran las fluctuaciones espe
rimentadas bajo el tratamiento con hembras, y en la infe-
rior las variaciones de la testosterona sérica durante el
tratamiento sin hembras. En ambosﬂtrataﬁientos es posi-;

ble observar un comportamiento semejante, tanto en los ni

veles como en sus fluctuaciones.

Los perfiles graficados en 1la Figura No. 3, representan -




e+ g

W

61.

074837
los cuatro muestreos de 24 h realizados al macho No. 47.
Se observa que en general los niveles alcanzados en el -
segundo muestreo son superiores a los del primero, ambos
dentro del tratamiento sin hembras. Contrariamente los -
dos Giltimos presentan una relacién inversa a la anterior-

mente descrita, ellos corresponden a los muestreos reali-

zados bajo el tratamiento con hembras.

En los machos Nos. 43 y 47, se establecieron comparacio--
nes de medias dentro y entre'tratamientos (Cuadro No. 11).
El anilisis entre tratamientos sugiere que el factor de -
influencia preponderante en el Cambio.de las concentracio

nes hormonales en el transcurso del tiempo.

Podria ser interesante comprobar, con una muestra y dise-
fio adecuados, el efecto de la convivencia con hembrés so-
bre los niveles de testosterona circulante, ya que ha si-
do descrita_la influencia de los machos en 1os niveles --
hormonales y comportamiento reproductivo de la hembras. -

(Signoret, ¥975; Oldham y Col., 1979).

En el Cuadro No. 13, se pueden observar los resultades --
del anflisis de regresiéﬁ sinoidal al cual se‘éometierbn
los datos experimentales de los carneros. Uno de los as-
pectos m&s relevantes de ~éstos resultados es el hecho de

que se puede establecer un comportamiento peribdico de --
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las fluctuaciones de testosterona. Otra caracteristica -
imﬁortaﬁte es que estas fluctuaciones se presentan con --
un perfodo (T] que varfa de 3 a 12 dfas en las observacion

nes de todo el éeriodo-exberimental CMR); (Figura No. 4),

y en'las Dbsevvaciones%reAlizadas‘&urénteﬁz4foEMC1 el »-

éVento ﬁerio&ico se_ﬁre$enta cada 6 6 7 h. (Figura No. 5).

En el cuédro No;'JQ.se éueden.observar los yalores prome-
dio de las concentraciones de testosterona sérica (ng/ml),
en los animales muestreados tres veces éor semana MR}, -
asi como tambien la aélicacién de 1la ﬁrueba de t de Stu--

dent.

En el_gruﬁé‘l; sometido en la Primera etapa al tratamien-
to sin hembras (DsH) y en la segunda a1 tratamiento con -
hembras (DHl; hay una ligera disminuciﬁn de los valores -
éromedios de un tratamiento (1.68) a otro (1.35), en los
datos del macho No.>42; aunque la brueba de t de Studeﬁt
no es significativa. En cambio en el macho No. 41 se ob-
serva un incremento notorio y significativo en el valorx
de la‘media del érimew tratamiento aélicado,(l‘lsl;y del
segundo tratamiento,{z}sﬂl, Lo mismo se aﬁrecia en los -
datos del macho No, 45; en donde la media varfa significa

tivamente de Q.42 a 1.12.
-
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En ei,grupo II; sometido inicialmente al tratamiento DH y
en la segunda etaﬁa al DsH; en-eleachb.No;_44'h@y un in-
cremento en la media,ﬁor‘tratamiento.(de”JTZQ.a”]mﬁilf--,
aunque este no es significativo. En el macho No.‘46; la

media del tratamiéntd DsH (3.21) es significativamente 'su

perior a la del tratamiento DH (0.76).

Se obserya que en cinco de los siete carneros analizados -
hay un aumento significativo de las concentraciones prome-i

dio de testosterona, independientemente del tratamiento -

~al cual Hayan estado sometidos. Esto ?ermitiria inferir

que el transcurso del tiempo seria el factor que mds in--

fluirfa en este cambio hormondl. (Cuadro No. 12).

Los resﬁltados ohtenidos en¥trabajos cuyos desfios ?are-

cen mis sofisticados y que han sido realizados~conAgrupos
exﬁerimentales de t&méﬁo semejante a este; coinciden en -
la cdnclusi§n de que las hembras no influyen eﬁ los nive-

les bormonales de los machos (Illius, y Col., 1976Rh).

Es importanté hacer notar que estad;sticamente se probs -
un cbméortamiento de ti?o sinoidal en los datos observa-
dos. Esto imélica que; ?ara posteriores exéerimentos'se
contar@a con un.modelo-matematico eStad@stiCo; el cual -

darfa informacifn estre otros, sobre los siguientes pun-

tos?
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- -  -Periodicidad con que se debe de tomar la muestra

= Una adecﬁaci6n del modelo estadgstico hecho.en -
este estudia.

- Estudibs en otras é?ocas:del afio y sus diferen--

cias reséecto a este modelo estadistico.

AérbVechando la informacibn que ha dado 1la aﬁlicaciﬁn del

modelo estadistiCo; sefpodria realizar un muestreo en las
otras estaciones del afio en el que, al ser analizado, per
mitirfa confirmar si la beriodicidad del muestreo es ade-
cuada y a la vez efectuar una adecuacibn del modelo esta-
afstico. |

Esto sugiere que en el'diseﬂo de'experimentés de este ti-
éo;.se.huSque que. el perfodo de duracidn experimental sea

de una estacibn.

Toda esta informacién redundarfa en yentajas sustanciales

tales como un menor costo, (por el menor nGmero de mues--

tras a colectar y procesar) y una mayor sensibilidad esta

dfstica, (por la reduccifn del error estandar de las mues

tras tomadas).
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Hembras:
El periodo de muestreo analizado; del 21 de Marzo al 20 de

Julio, puede diyidirse en 2 etabas. En la primera etapa,-

'que va desde el inicio del muestreo hasta aproximadamente

mediados del mes de Junio; no hay manifestacién de conduc-

ta‘en la mayoria de las hembras. En la segunda etaﬁa, que
se caracteriza por el inicio de la ﬁresentaciQn de esta --
conducta, su manifestacifn es en forma ciclica. Los.perfi

les hormonales de esta filtima etapa.pueden ser agrupados -

en intervalos regulares limitados por 1la manifestacifn de

celos observados. Asf se puede notar, que las hembras No.
2, 3,5y 6 presentan su primer estro manifiesto aproxima-
damente a mediados del mes de Junio y de ahi én adelante -
se mantienen en actividad reproductiva constante, presen--
tando conducta estral cada 19, 17.5 y 18 dias en promedio

respectivamente.

La hembra No. 1 inicia su actividad sexual aproximadamente

‘tres semanas después, con un promedio de duracibn del ci--

Clo de 17-.3 dfas.  La~hembra No. 4: inici6 precozments su -~ =~ -

s s /
actividad en relacifn a las otras hembras, presentando su

primer celo el 4 de Mayo, con un intervalo promedio de - -

7 17,3°dfds.- La hembra No.” 7 1legd prefiada y presenta’ inac-

tiyidad postparto de 3 meses. Su primer estro se observd

el 26 de Junio.
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Con respecto a las fluctuaCiones.c;clicaS<de P4 se obser-
va que no se alejan notoriamente de los niveles dé;critos
em la literatura CAmmaréKhodjarfF. y R. Brudieux, 1982 -
Martfinez A. Yy Col. 1980), en los casos en que se ev;dencla

la presenc;a de un cuerpa Iﬂteo #unclonal.

La prtmera eiaﬁa; la analizaremos toﬁandoven consideracién
que los perf;les bormonales muestran, en todos los casos,
fluctuaclones eplsﬁdlcas que se elevan por sobre los nive-
les basales. Estas se presentan, durante todo este perig
do; en forma ciclica y constante.en las hembras Nos. 2 y §
v(Flgura No. 7), en ‘1as hemhras Nos. 1 y 3 (Figura No. 6),
los ciclos. estarian localizados al imicio y al final, con
un pericdo 1ﬁtermed10 que se mantiene en niveles basales -
(menores de 0.5 ng/ml. En la hembra No. 6 (Figura No. 8),
se ﬁresenta una sola fluctuaci&n.marcada que alcanza apro="
iimadamente‘e1>valor de 3 ng/ml situada inmediatamente an-
tes del inicio del beriodo de actividad sexual. Las carac
ter@sticas de estas cuivas (niveles y amplitudl sugieran -
la posibhilidad de'un.funcionamiento ovdrico relativo, que
por alguna razén no alcanza a 1ncorporarse a 1os mecanls“

- mos c1551cos que 1ntegran.un c1c10 actlvo sexualmente.

Las fluctuac1ones de los niveles de P4 en esta etapa, tie-
nen una caractristlca comfin en todas las hembras; prev1o
a la presentacx&n del prlmer estro conductual hay un aumen

to importante en las concentraciones de la hormona. Este
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podria ser el aumento requeyxido Para la sensibilizaci@n:—
necesaria en la manifestacifn de la conducta del estro. -

(Legan, y F.J. Karsch. 1979). -

En las grificas del muestreo'ﬁerieStral se observa un des-
censo paulatino de los niveles de P4 desde el inicio del -
muestreo hasta el dia‘Q; en el cual estos llegan a ser los
valores'maslbajos (menores a 1 ng/ml) y se mantienen asi -

hasta el término del muestreo,
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C.O NCLUSIONES

Machos:

Los valores y tendencias de los perfiles de testoste
rona en el muestreo rutinario coinciden con lo des--

crito en la literatura.

En cinco le los siete carneros analizados hay un au--
mento de las concentraciones promedio de testostero-

na (MR); este se debe al transcurso del tiempo.

Los resultados de 10s muestreos rutinario y de 24 h
durante 'los dos tratamientos, indican que la presen-
cia de hembras no es un factor determinante en los -

niveles de testosterona de los machos.

Se desarrolld un modelo matemético de tipo sinoidal
para los datos obtenidos en los muestreos rutinario

y de 24 'h, el cual muestra el comportamiento perifdi

..co de las fluctuaciones de testosterona.

El modelo matemético de tipo sinoidal desarrollado,

permitird que los estudios sucesivos cuenten con un

. disefio experimental basado en e1,comportamiqpto pe--

ribdico descrito para la testosterona, lo que redun-

- daréd en menor costo (menor nGmero de muestras a -="--
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extraer y procesar) y mayor sensibilidad.estadistica.

Debido al aumento de las concentraciones hormonales

promedio; que se infiere es causado por el transcur-
so del tiem?o, se recomienda: - Observar el comporta
miento hormonal en las cuatro estaciones del afio. --
- Observar el comﬁortamiento hormonai en la misma es

tacifn, en afios sucesivos.

Este trabajo aporta un modelo matemftico estadistico
que sirve para estudiar las fluctuaciones hormonales
en las distintas estaciones del afio y en una misma -

estacidn en afios diferentes.
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Hembras:

- En la mayoria de la hemﬁras;.durante la érimera.eta-

éa del muestreo no hubo manifestacifn de cenducta de

celo.

Durante la etapa en que no hubo manifestaci6n del es
tro, los niyeles de progesterona en suero circulante
muestran fluctuaciones eﬁisédicas, que se elevan por

sobre los niveles basales.

- Hay funcionamiento ovirico, durante la época en que

no. hubo conducta manifiesta de estro.

Previo a 1la ﬁresentacién del primer estro conductual,

hay un_ aumento importante en la concentracién de pro

~gesterona circulante en suero.

La época reproductiyamente activa se caracteriza por

la presentacién de conducta de estro a intervalos re

_gulares.

En el mes de Mayo, el 16.6% de las hembras present§

estro, mientras que en Julio se manifest6 el 100% en

. celo.
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ANEXQ 1. DESCRIPCION DE REACTIVOS NECESARIOS PARA EL .

DESARROLLO DEL RIA DE PROGESTERONA Y TESTOS
TERONA.

MATERTIAL

Reactivos:

Fosfato de sddio monobasico monohidrétado Baker NOqACétﬁw
logo 3818,

Fosfaio de sodio dibdsico Baker No. catélpgo 3828,

Cloruro de sodio Baker No. cat&lpg6'3624.

Thiomersal (merthiolate) Sigma Chemical Company No. catédlo
~go T-5125. |

Gelatina Merck No. catdlogo .407Q.
Carbdn activado Sigma No. catdlogo C-5260.

Dextran Sigma No. catdlogo D-4751.

Sephadex LH 2Q-100 polvo Sigma Chemical Co. Lote No. - =--
. 108-C-Q131. | |

Progesterona esté@ndar de Sigma catdlogo No. D-013.

Progesterona 1,2,6,7-tritiada actividad esﬁecifica - -

87 Ci/mMol New England Nuclear.

Antisuero anti-progesterona de Radioassay Systenm Laboratg
ries No. cat@logo 1690. ‘ |
Antisuero anti-testosteroné de Radioaéséy Systenm Laborétg
ries No. catélogo 172Q. |

Testosterona estandar de 1la Organ1zac16n Mundial de la Sa

lud Lote-77-1.

|
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Liquid fluor de New England Nuclear catalggp No.,NEF-QOS
Bio-Soly. BBS-3 de Beckﬁan,catalpgo No; 92634,

Soluci§n buffer bﬁ'7.0 Beckman catélogo No. 35Q1.

Etansl aﬁsoluto Gadir.

- Eter etilico Gadir.

Acetona imﬁura.

Tolueno Baker analized catdlogo No. 9460.

Metanol absoluto grado es?ectrénico catdlogo No. 6009.
Testosterona”];Z;G:Z*SH aétividad es?ecifica 85 a 105 - -

Ci/m Mol New England Nuclear. /
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ANEXO 2. DESCRIPCION DEL MATERIAL NECESARIO PARA EL

DESARROLLO DEL RIA DE PROGESTERONA Y TESTOS
TERONA. B

Hielo seco

Agua deionizada _ |
Gradillas de acrilico de 27 cm de largo xf]3;7 cm de an--
cho Y 5 cm de alto con 96 agujeros de 1.3 cm de di§metro
Tinas de pléstico de 33 cm de largo bor 21 cm de ancho y
9 cm de alto |

Viales de vidrio con hajo contenido de potasio 40 de Pack-
.ard Instruments catélcgo No. §Q0]009.. |

Taéones de bolipropileno con rosca No. 22 con cubierta de
aluminio . |

Tubos éara centrifuga Pyréx fondb cénico'pafa trabajo pe-
sado de 15 ml catdlogo No. 053-587

Tuhos de yidrio de 18 X 150 mm

Tuhos de vidrio de 10 X 130 mm

Tubos de vidrio de 7.5 X,]OO,mmv

Vortex Thermolync de Laboratory Equipment 720 S

Bafio de agua con termostato | |

Contador de centclleo 1fquido Packard TRICARB Mod. 2660
Ceﬁtrjfuga refrigerada Damon IEC Divisién IEC PR-6000
Columna cromatogrifica con deﬁﬁsito de 20 ml de 34 cm de
largo X;1‘S cm de ancho | |

Piéeta oxford con rango de 50 a 200
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Pipeta oxford con rango de 200 & 1000 al

Pistola automdtica no eléctrica para d051f1car 0.1 y Q.2

ml de Beckton chkenson‘catélogo No. 23060422‘
- Dispensador repetltlvo marca Hamilton PB- 60Qv10

Jeringa Hamilton 101Q TLL de S ml cdtélogo 1-030~94Q.
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ANEXO 3. PREPARACION DE REACTIVOS PARA EL DESARROLLO

'rona 1 2 6 WA

DEL RIA DE PROGESTERONA Y TESTOSTERONA.

Buffer de fosfatos ﬁH 7;2;‘0;1 molar

Solucién de centelleo liquido

‘ Suspenslon de carBonvdextran

Repurlflcac16n de progesterona 1 2 6 AN H 6 testoste
u

Curva estandar de ?rpgesterona

Curva estandarde testosterona

Preﬁaracién de controles de calidad para testostero-

na y progesterona

- Titulacib6n del antisuero anti-progesterona

Titulacidén del antisuero anti-testosterona

- Buffer de fosfatos ij7§2, 0.1 molar

a.0195 Mol. de fosfato de sodio monobdsico monohi-

dratado

'Q.081 .  Mol. de fosfato de sodio dibasico anhidro
0.88% . cloruro de sodio
- Q.01% azida de sodio

- agua deionizada'c.hgp. 11t.

Soluci6n de centelleo 1fquido B.B.S,

. Liquid fluor 42 m1 .
" Etanol 21 ml
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. BBS-3 T12.5 ml.

Tolueno ¢ bp. 1 .1t

Sus?ensiﬁn de CarEandextr&n
Carbén activado 0.625_g
Dextran 0.0625 g
Buffer de fosfatos

pH 7.2, 0.1 Molar 100 ml

Repurificacién de brpgesteronaf1;2:6,7-H3_

Antes de usar é€ste reactivo en el radioinmunoanilisis,

la hormona marcada se purificé en columna cromatogri-

fica.

Para brebarar el soporte © cama de la columna croma
- togréfica, se’besaron 7 g de Sebhadex LH-20 y se agrg:
~garon 100 ml de tolueno: metanol en proporcibn de - -

'85:15 quedando en contacto con esta mezcla durante --

24 hra temﬁeratura ambiente para permitir que se hin
che. el Sephadex LH-2Q. Después de éste tiempo el -
Saéhadex'LHrZO se transfirié completamente a‘la‘colug
na cromatpgréfita, dejando que se empacéra con la 1lla

ve cerrada éor un minimo de 1hr;,y despuéé abriendo

- la llave de salida hasta que el sistema tolueno:meta-

nol 1llegd a la suéerficie de la cama y cerrando en-

tonces la llave.

!
{
i
{
{
(
|
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35uCi de ?rogeSterona 6‘testdsterpna’1;2;6;7mﬂs se -

_concentr.0 - en la punta de 1 tubo cBnico con capaci

~dad ﬁard’?S mI: evaﬁorando el solvente en hafio de -~

agua a 37°C y con corriente de nitrfgeno para asegu-

rar que la progesterona tritiada quede concentrada

. ‘ \ 1 .
en la punta de tubo, se lavaron las paredes internas

del tubo con 8 gotas del sistema de elucién tolueno:

metanol evaporando el solvente con corriente de ni--

 trégeno en bafio de agua a 37°C. Este proceso se re-

pitid 2 veces mis,

Deséués de esto, sg;tmmé ‘0.2 ml1 del sistema de --

- elucibén y se agregd al tubo con los 35 u Ci de --

hormona tritiada después de agitar durante 1 min ma-

nualmente para disolver la hormona contenida en la -

. punta del tubo se transfirié con pipeta Pasteur a la

suéerficie de 1a columna cromatografica. Se lavd 4

. veces mds el tubo con la misma alicuota del sistema
de elucidn para asegurar su completa transferencia a

-~ 1la columna y se colectaron alicuotas de la elucién -

de la columna de aproximadamente 1 ml, en tubos cdni

"cqs de 15 ml (el sistema de elucidn fue toluena:meta

’ndl¥85351,

Para T se colectaron 25 fracciones; mientras que pa-

ra P4 se colectaron sélo 20 fraccijones.
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' De cada una de estas £racciones se tomd uﬁa aIicuota»
dQ'lQ}b: con éiﬁeta Oxford interCambiable'(xangq']0-.,f
a 50 ml) transfiriendo cada alicuota a viales de vi-

. drio con hajo contenido de ﬁotasio-40, Y agregando 5

ml de solucibén de éonteb BBS. Cada vial se taéﬁ e -

jdentificé. La deteccibn de radioactividad se hizo

en,elkesbectGmétro'de centelleo 1iquido Mod. 2660 de

Packard, con una eficiencia de conteo de 54.43% bajo
nuestras condiciones de conteo. Aquéllas fracciones

que Presentaron mayor radioactividad se pasaron a un

yial de vidrio con capacidad de 20 ml con la siguien

te informacibn: actividad especifica de l1la hormona,

. fecha de purificacifn, radioactividad total conteni-

da. La hormona marcada asi purificada}(prpgesterona
6 testosterona tritiada), se almacend a 4°C por un -

perfodo miximo de 3 meses desde su purificacién.

Curva esténdar de progesterona.

Los estindares ﬁara P4, fueronvpreparados a bartif -

de P4 recristalizada de Sigma No.'DrOI3; Solucién I:

Se basarou”],]A] mg de &sta hormona en una balanza -

Cahn eléctrica. Esta cantidad se puso en un matraz

volumétrico de 100 ml agregando metanol absoluto,grg'

do espectrénico Baker hasta la marca dando una solu-

cibén de 11,41 pg/ml,

<
{
1
|
i
{
{
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Solucifn II. De la solucién I se tomaron Q.1 ml, --
" transfiriendo este yolGmen a otro matraz volumétrico
- de 10Q ml aforando hasta la marca con metandl, resul

. tando una concentracidn de 11.41 ng/ml.

" De 1la soluci@n IT se tomaron 1.32 ml; basando este -
. yolmen ‘a un frasco de yidrio con cabacidad para'zo
-m1: ﬁoniendo el’frascé en hafio dé agua a 37°C con co
- rriente de nitrdgeno ﬁara eya?brar el soifente hasta
sequedad, agregando después a este yial 20 m1 de bu-
 ffer de‘fosfatos-ﬁH'Z;Z;;agitando el frasco en vor--
. tex'durahtejj minuto;sk paso el vial a un bafio de -
agua a SZfC,durénte 20 min agitando después de este
: tieméo.el vial durante min y quedando a temperatu-
‘_ra'ambiente durante" 15 min@ Todo esto con el fin de
- asegurarnos que toda la hormona esténdar; se despreg
- diera de las éaredes internas del vial y lograr una
. $0lucidn homogénea. La solucidn resultante con una
fconcent;aci§nlde 376.8 ég[O,S ml; bermitiﬁ la prepa—
' raciﬁn de los & esténdares restantes reduciendovsu -
i.c0ncéntraci§n;.érpgresiyamente a la mitad hasta lle-
_gar a‘J];ZJ-pg[055 ml

Solucidn estandar (1) 376.8 pg/0.5 ml

Soluciﬁn‘estandar (2) 188.4 bg[O.S mi Sol (1)+5ml de
. bBuffer

Solucidn estundar (3) 94.2 pg/0.5 ml: 2.5 ml ~ - -~

801(31*715 ml de buffer
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‘§oluciOn estandar (41 47.4 ég[QAS m1; J§25fm1'-'~‘f
S0l (1)+8. 75 ml de.buffer
1Soluc16n estundar (5) - 23,55 pg/O 5 ml"O 625 ml - -

S$01(1)+9.38 m1 de huffer -
Solucidn estandar (6) . 11, 77 pglo 5 ml: Q.31 ml = =~

Sol(])+9 69 ml de huffer

' La serie de estdndares se almacend a 4°C por un tiem

po maximo de un mes.

 Curva estandar de testosterona

. La curva fue éreparada a ﬁartir de testosterona es--
.téndér de la Organizacidn Mundial de la Salud Lote --
- 771 con concentracidn de 10Q ng/ml. De esta solucién
~.se tomS un volGmen de 1, 47-m1; transfiriéndole a un -

 Afrasco de vidrio de 20 ml y ahi se agregaron 18. 53 ml

de buffer de fosfatos pH,7 2 0.1 Molar. El frasco -

Se agitd durante un minuto en vortex, permaneciendo a

.temperatura amhiente durante 20 minutos para la esta-

hilizacién de la soluc16n a partlr de esta soluc;ﬁn

(368.64 ngQ.S ml) se prepararon 5 mﬁs, reduciendo cg

~da una de ellas su concentracibn progresivamente a la

‘mitad hasta llegar a 11.32 pg/0.5 ml.

Solucién eSténdar (1) 368.64 pg/o,s ml Sol (1)

Solucidén esténdar (2) 184.32 pg/0.5 ml:5 ml - ~ = - -

Sol .(1)+5 ml de buffer.,
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Sbluci§n esténdap (31 .92;16 pglb;s,migz\s_ml.E.;._A'.
S01(1)+7.5 ml de buffer, - | ”' :”'
Solucién estandar (4) 46.08 pg/0.5 m1:1.25 ml ~ ~n -
.Sol(})f§.75 ml de Buffer{ | o

~ Solucién estandar (5) = 23.04 pg/0.5 m1:0.625 ml - -

S01(1)+9.38 ml de buffer. _
Solucidn estandar (6) 11,52 pg/Q 5 m1:0.31 ml R

~ S01(31)+9.69 ml de huffer.

Este,grupo de esténdares fue almacenado a 4°C duran-

te un mes como miximo.

Preﬁaracién_da.controles.de calidad de P4,

De los animales exberimentales,vslovejas durante la
- fase folicular fueron sangradas por puncién en la yg

_gular>§ara obtener un volidmen abrqximado de 10Q ml -

Por animal, ' La sangre quedd a temperatura ambiente

bor una hora y a temperatura de refrigeracién durante

- 2 bhoras para permitir la retraccién del coéguld }La

Separaclén del suerxo se logr6 por centrifugacién a -~

3000 .rpm., ; ‘ durante 20 min a 4°C en

'centrifuga Damon IEC D1v1516n PR-6000. E1 suero de

los L animales se pasé a un matraz Erlenmayer de 300

+

~ml, agregando 50 mg/ml de suero de carbbn lavado, Que
 dando en contacto con el carbén durante siete dias a

- 4° C, agltando manualmente por rotac16n, para facili-
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tar la adsorci6n de los esteroides por. el carbon.

Después de este ﬁeriodo: el suero se filtrd en un ki
tasato conectado a un sistema de vacib Buchner con -
papel filtro; El suero filtrado; fue centrifugado a
3000 rﬁm durante 60 min ﬁor 2 veces ﬁara eliminar el
carbdn ptesente; este suero se almacen§ a - 4°C du--
rante 12 h para sedimentar el carbén que ﬁudiera ha-

ber quedado en el suero.

Se tomaron 3 matraces vdlumétricés de 250 ml marca--
dos cada uno de ellos con 6 ng/ml, 3ng/ml y Q.5ng/ml
agregando solucidén de P4 en ﬁetanol Sigma No. D-013
con concenﬁfacién de 11.41 ug/ml (Sol. A). Para el
matraz de 6 ng/ml se agregaron 0.031 ml de la solu-
ci6n A; para el de 3 ng/ml 0.015 m1 de la Solucibn -
(A) v 2.62 ml1 de la solucibn de 11.41 ng/ml bara el
matraz marcado con 0.5 ng/ml. El metanol fue evapg
rado con corriente de'nitrﬁgeno en bafio dé agua a -
37°C hasta sequedad-agregando después a cada uno de
estos matraces_unvvolﬁmen de 60 m1 de suero libre de

esteroides.

Cada matraz se agitb en vortex durante un minuto re- .

posando primero una hora a temperatura ambiente y --

después durante toda la noche a 40°C bara lograr -~ -

|
|
1
'
{
|
|
i
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incorporar uniformemente la hormona estandar'a1 sue -

ro.

‘Los controles de calidad de concentracifén de 6 ng/ml

‘(altOS); 3 ng/ml Cmedioé)]y; 0.5 ng/ml (bajosl; se -

alicuotaron en frascos de pldstico con caﬁacidad.de
S mi en volGmenes de 1 ml en cada uno de ellds; sieg

do almacenadps a -»4°C hasta el momento de su uso. -

. Las variaciones que presentaron las concentraciones de

éstos controles aparecen'en las Figuras Nos. 10, 11

y 12.

Preparacion de controles de calidad de T.

Cinco carneros del hato experimental fueron sangra--

~‘dos por puncién en yugular, obteniendo un yolfimen de
100 m1 de sangre de cada uno de los animalés. Esta

~ sangre se someti6 al proceso ya descrito para contro

les de P4, hasta obtener el suero libre de esteroi--

des.

Para 1la preparacibn.de controles de calidad ﬁara T <

- de concentracién de 6 ng/ml (altoS); 3 ng/ml (medios)

y 0.5 ng/ml (bajos) se brocedi& en la forma ya des--

crita para ia_breparaciGn de controles de calidad de

‘P4, agregando T estdndar en metanol. Su almacena---

miento fue en las condiciones ya indicadas para los

{
f
¢
o
|
|
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_controles de progesterona, Las fluctuaciones que se

observaron en las concentraciones de este grupo de -

controles aparecen en las figuras'13; i4jx'15.

. Titulacibn dellantisuero"anti—pngesteroﬁa;
El antisuero anti-progesterona, fue obtenido en cone
- jos con el conjugadojJlnﬂrhidrox1§r§gesterona comer -

cialmente disbonible en los laboratorios Radioassay

System No. de catdlogo 1692.

&
|
1
_i
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CUADRO No, 14
DATOS DE LA CARACTERIZACION DEL
ANTISUERQ ANTI-PROGESTERONA

" Esteroides

" Colesterol

Pregnenolona

Sulfato de pregnenolona
17-Hidroxipregnenolona
"Progesterona

17- « -#idroxiprogesterona
20-4 -dihidroprogesterona
Desoxicorticosterona
11-desoxicortisol -
Cortisol

Corticosterona
Aldosterona
Androstendiona
Testosterona

- Dihidrotestosterona
Androsterona
Etiocolanolona

17+ P-estradiol

17 -~Arestradiol

Estrona .

Estriol

-y Receion Crzada

0.01
0.01
Q.01
- 100
- 0.18
6.5
1.5
0.01
- 0.01
0.01
Q.01
0.01
Q.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
g.o01
0.01.
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Al antisuero dilﬁidq'14sq.enhbufferjdejﬁosiatqs pH -
‘7.2 le fue agregado. huffer éara obtener una concen--
‘tracién de 1:500: a éartii de la cual se'ﬁreﬁararpn

. 1as soluciones de 1:500Q, 1:6000, 1:7000, 1:8000 y -

"_fj:SOOQ. Los datos obtenidos bor RIA}que aparecen en

el cuadro No. Is;indicaioh qne'la dilucibn mis conve
niente au'sar;:fue'. 1;7000. dado que en general sé recomien
. da una dilucibn del antisuero que presente una unién
m&xima'(BOIjentre 25-50% pues una uniQn menor de 25%,
-féroduce un anéiisis imbrecisb; mientras que uniones
 mayores de 50% dan andlisis poco sensibles. Para la
: seléccién de 1a dilucién dei éntisuero; ademas del -
, porcentaje de uni6n mixima se usaron otros batéme—-~
tros implicados en 1a validaéién de la curva dosis-
'jxeséuesta 1inéarizada como se ve en el cuadro No.
f‘la diiuci§n,]:7QQQ.da’una recta con ﬁendiente de - -
.2;37; lo cual indicé que la hormona marcada-no marca
. da éosee‘lq misma afinidad de unién al anticuerﬁo y
‘Vv-'que el sistema se encontraba en equilibrio. (Rodbard,
y Col., {965& Rodbard,,]9741. Figura No. 16. -
- El1 antisuero fue almacenado a una dilucién 1:7000 en
al@cuotasAde,1 ml en frascos de vidrio con capacidad
'?arabzo ml a—807C en neyco ultra low. Para cada RIA
se tomb una alicuota del antisuero; a la cual se le
ggrggaron 9 ml de buffer de fosfatos pH 7.2 para ob-

tener una dilucién final de ]:7000.

\\
|
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FIGURA No. 16
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Titulacibn del antisuerg antiatQStqsfeIOna

El antisuero anti-testosterona se obtuyo en conejos

por inoculacibn del conjugado testosterona;19+carbg~

ximetiletileter-BSA. Se adquirié en 1Qs,1anrato—¥'

rios_Radioassay System;.lncq; catdlogo No. 1720.




CUADRO No.. Jd

. 103.

- DATOS DE LA CARACTERIZACION DEL ANTISUERO

ANTIvTESTOSTERONA

‘Bster01des

- Testosterona

- 19~Hidroxitestosterona

. Sd~Dihidrotestosterona

. J1#-Hidroxitestosterona

- J1-oxitestosterona

. J1¢-Hidroxiandrostendiona
Androstendiona.
S#rAndrostan-3, 17~diona
SprAndrostaan 17~diona
SﬂrDlhldrotestosterona
Andosterona
Eplandrosterona

-5 -~Androstan-3¢, 17f-diol
.5 -~Androstan- 3; 17¢ ~diol
- S-Androstan-38, ]7p-d101
Dehidroepiandrosterona
~G#-hidroxitestosterona

. 17Bp~Estradiol

- Estrfgenos

Glucorticoides

100.00
28.00
7.00
Q.00
2.00
-0.00
0.90
0.Q0
0.00

- 0.63
0.00
0.20
0.00
2.20
0.71
0.00
0.95
0.26
0.01
Q.01




| Al antiéuero‘diluido 112000 en. huffer. de fosfatos pH

7. conteniendo Q. J% de gelatlna, le fue agregado bu

. ffer para obtener una concentrac16n de 1 20000 par-'
“tiendo de esta soluc1§n para preparar diluciones - -

/1325000, 1:30000, 1:35000, 1:40000, 1:45000, 1:50000,
‘1155000 y 1i60000.

" Los. valores que aparecen en el cuadroy’flgura No, -

,'J7, como resultado del RIA, indican que la dilucibn -

més aproplada hajo nuestras cond1c1ones de trabajo es

- de 1 450QQ Los parémetros que se utilizaron para de
cidir la d11uc16n mis adecuada del antlsuero fueron -

- 1los mismos que para la titulacién del antisuero anti-

ﬁrpgesterona (Pehdiente ﬁerfil de precisién y & de --

- unibén mixima del antisuero en la curva dosis-respues-

ta).




CUADRO No. 17

TITULACION DEL ANTISUERO ANTITESTOSTERONA CATALCGO

1720 RADIOASSAY SYSTEMS LABORATORIES.
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T

' DOSIS TES-

DILUCION . | % UNION NO| 2 UNION | PENDIENTE 50% RELACION | PERFIL- DE
DEL ESPECIFICA | MAXIMA INTERCEPTO | RESPUESTA | TOSTERONA | PRECISION
ANTISUERO | (%UNE) (%80) | ERROR ESTANDAR
: . (RRE) pga/0.5 ml
1:30 000 1.21 76.28 - -2.39 50.75 3.66 © 5.76 37.43
. S 11.52 -
184.32 4.46
368.64 3.93 |
5 i
]
1:40 000 1.21 72.09 -2.20 40.53 3.66 5.76 23.64 |
: . : 11.52 16.63 |
184.32 4.74
368.64 4.81
1:50 000 1.21 62.17 =2.23 34.46 3.16 5.76 32.93
: _ . 11.52 19.19
184.32 5.87
368.64 5.40
1:60 000 1.21 52.30 <2.11 28.15 4.77 5.76 35.41
- . _ : o 11.52 21.86
184.32 7.85
368.64 7.29
~1:40 000 1.93 70.01 -2.35 46.98 3.01 2.88 NO
e o 5.76 28.20 |
‘11.52 15.32°
184.32 3.67
368.64 3.60
1:42 500 1.93- | 65.35 ° -2.41 46.41 2.98 2.83 NO
- . . 5.76 28.31
11.52 15.15
184.32 3.52
. 368.64 3.17
*1:45 000 | _ 1.93 62.58 -2.25 38.11 3.17 2.83 55.12
. : 5.76 29.93
11.52 17.16
184.32 .91
368.64 4_aa

..

* Di)uciﬁn Seleccionada 1:45 000
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~FIGURA No. 17
- “TITWACION ANTISUERO ANTITESTORONA
RS
)
Py . " N . o \\\'b }
.76 ns2 i B T na32 “3eese
o  CONCENTRACION pg/0.5 mi .
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" ANEXO 4, PURIFLCACION DEL MATERIAL BIOLOG 1c0 (SUERO}

PREVIO AL RIA.

.EXTRACCION' | ‘
Para la extracc:LGn de progesterona Y testosterona del sue-

-ro, se usd eter etillco que permlt;té la extraccibn de &stas

hormonas con un % de recuperac16n eleyado (80—90%] El ~-

.proceso a que se sometleron las muestras de suero, para ex
. traer progesterona v testosterona es como sigue: _

‘ En tuhos de vidrio de 18 XA150 mm se agregaron 0.2 ml de -
{;suero‘y'ﬂ.s ml de buffer de fosfatos ﬁHJ;Z, mezclindose en

yortex durante 3Q segundos y quedando a temperatura ambien

te ﬁor 20 minutos para lograr su equilibrio. Después de -

R ~este tiemﬁo cada uno de los tubos recibi6é un volumen de --

.5 mlhdé eter etilico. Cada tubo se agit8 en yortex duran-

te'un minuto para extraer la hormona del suero problema, --

después de agitados permanecieron a temperatura ambhiente -

" durante 15 min para separar las dos fases: inferior (suero)

Y'Suﬁerior (éter etilico con la hormona extraida). El_grg

Vﬁo de tubos fue.sometido a un bafio de hielo seco-acetona -
. ﬁara congelar ripidamente la fase inferior; el liqnido so-
- hrenadante se decantd en tubos de vidrio de 10 X 130 mm --

con la identificacidn corresbondiente al tubo de donde pro

venian. El solvente se evapor6 en bafio de agua a 37°C den

tre de una campana con extractor.
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Al residuqQ seco de la evaporacidn, le fuexon‘agrggados -
2 ml de huffer de f05£atos-éH?JJZ;”Ofomolar agitando car
da ung de 1os>£uhds~enlvortex~durante'un minutovéara des-

ﬁrender la hormona extrafda de las paredes internas del -

tubo de extracc16n, quedando durante 20 minutos a tenpera

~ tura ambiente para 1ograr su equ1115r10 Y solub1llzar la

hormona en el huffer.

Después de este tlempo, se tomaron 2 alicuotas de 0.5 m1

de cada uno de los tubos de extracclsn transflrléndolas
a tubos de vidrio de 7.5 X 100 mm para el desarrollo de la
- reaccidn del RIA. Las alicuotas fueron medidas con pipeta

. Oxford con rango de medicién de Q.2 a 1 ml,
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ANEXO 5. . PARAMETROS EVALUADOS PARA LA VALIDACION DEL - -
~ RIA DE TESTOSTERONA Y PROGESTERONA, EN SUERO
DE OVEJAS CRIOLLAS.

" ESPECIFICIDAD, , _ A |
~ La forma éara evaluar eséecificidad;dg-un anélisis>es a -

trayés de 3 procedlmlentos

'-A -'Pruebas de reaccifn cruzada
vl Curva de paralellsmo

v Pruebas cualitativas

"+ - Para proﬁar reacc;&n cxuzada del antlsuero, se -_
v.uﬂuuncompuestos quimlcamente s;mllares a . la hor-
"mona contra la cual se produjo el antisuerc. -+

' Los datos que aéarecen_gh los cuadros No. 14 Yy -

No. 16 corresponden a los resultados obtenidos -

o ﬁara'éroba:.reaccién‘cruzada_por los laborato---
rios de Radioassay System, donde se adquirié ell

antisuero antitestosterona y anti-progesterona.

-+ . La curya de ﬁaralelismo”paiavprobag la similitud
jenire el COmportamiento de la hormona estdndar y

-~ la hormonagcontenida en el suero dé.évejas,y Bdf'
rrggos del hato exﬁerimental se ﬁizov €n Suero.

Para ﬁrobar éaraleiismo en suero de ovejas'fﬁéf;'

 vr¢n sangradas de l1a yugular 2 hembras durante la
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" fase mtea“;; obteniendo un yvolfmen aproximado de
‘;20 ml de sangre, separando el suero en cond1c1o-
'nes iguales a las'mnestras problema. De éste sue

‘ro, se tomaron alicuotas de’ Q.05 ml, Q 1 ml 0.2+

a1, 0.4 @1 y Q.8 Bl colocando cada una de &stas -

}'-alicnotas en tubos.deﬁvidrio de 18 X 150 mm. A -
‘”.cada uno de &stos tuhos se le agregd buffer de --
 u;£os£atos pHJ 2+Q,J para completar un volﬁmen de -
.'ﬂ 5 ml 6 blen, cuando el volﬁmen de suero fue ma-
"}yvr de a.5 ml fue. agregado huffer suficiente para
'completar un ml, Cada tubo.se agitd por 30 segun
'Qdos_y.permanecid-a.temﬁerétura ambiente durante -
_;ZQ;minntos ?ara su:estabilizacién; Deséués; en'-}
- @qpéilos tubos que tenfan un volGmen de 0.5 ml; -
_ée'agrggﬁ 5 ml de.éfe;;etilico.y'en los que te
wn#ah‘un@yolﬁmen_de un,ml;fJO ml de Este solvente.
Cada tuho se agith en-vortex; durante un minuto -
jﬁara la extraccifn de la hormona;_luggo se deja--
  xon a temperatura ambiente durante 20 min, para -
- 1a separacibn de las fases. ‘Despﬁgs de §ste.pe--
’ riodb; los tn@os fueron sometidos a un bafio de --
.uwhielo secq#acetona; para congelar la fase acuosa
‘Iﬁﬁidamente;;el'sglyente de cada uno de &stos tu-
’;bos fue decantado en tubos de vidrio de 10 X 130.
JEl,gru?o de tubos con solvente y la hormona se co

 locaron en haflo de agua-a 7° C dentra de tna campana
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. con extré¢§§r,ha$ta,éja§orar coméletamenfe.el sol
vente, Al e#tracto seco de la hormona; sé’agrggé!

‘ron 2 ml de-Euffer‘de-fosfatbs éH”Z;Z;‘Q;1 molar
Con éiﬁetor Oxford rango 0.1 a 5 ml con deé&sito

~ de 15Q ml. S |

‘Ca&a tubo se agitd en vortex durante un minuto -
Apara desprender la hormona estraida de las pare4
_des internas del tuho, después quedaron a tempe—
"ratura ambilente durante 20 minutos para lograr el
equilibrio de la solucién cpﬁtenida en cada tubo.
- Al término de este ﬁer@odé;.se tom6 una alicuota'
'n.de"QgS,y se7transfiri§ a tuBos deAyidrio de - --
TZ,SAX'JOO mm; ﬁara ser ﬁrocesados por RIA. Cada

-alicunota del suero fue'ﬁrocesada por du?licado.

" Los resultados obtenidos por RiA'ﬁiﬁcunmiparale-

 1ismo entre 1a curva estdndar y volGmenes diferen
tes.del suero de ovejas durante la fase 1lfitea. -
- .Este ﬁaralelismo demumnﬁeo . una combinacién dni-

ca del_antisueré Yy el antigéno Figura:No. ]8.

Para desarrollar la curva de paralelismo en el -
suero de machos, se sangraron 2 horregos del gru
ﬁo exﬁerimental al final del ﬁeriodo'de muestreo,

obteniendo un yolfimen aproximado de 20 ml, de san
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‘;gré de la }ﬁéular'con jefingas estﬁriles;'en tu--
'_bos'vacutainer.' El ﬁrocgso ﬁara lagseﬁaraciQn’?«
idel suero yléara alicﬁotar el suer6: se";igui& en
 1a forma ya.descrita éara la curva de baralelismo

en hembiras.

"CLGS resu1tados‘deI RIA indican éaralelismo para

él’snero de.machps'CFiguraf191.

'V'Laé ﬁrueﬁas cualitativas: reproduciendo ?revia«,
mente resbuestas Eiolégiéas in &ivo con substan-
. clas quélaumentaran.Q disminuyeran concentracibn
de 1a hormona a medir no fueron desarroiladas pg
ra este analisis‘} (ReimerS'y CoIs;;']981; Nis--

“wender y Nett, 1977; Midgley Jr. y Cols., 1969).
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