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R E S U M E N  

I 

R E S U M E N  

El t r a b a j o  se r e a l r z d  en grjmavera, y p r i n c i p i o s  de veran'o, 

con stete macños e igua l  número de hembras ovinos cx$ol los  

de aGroximadamente dos afios de edad; loc i l iza ,dos  en e l  D i 5  

t r z t o  Federal , Univers2dad Autbnoma Metropol i tans  - Lztapa 

la.$a, A l o s  machQs se l e s  dew36  e l  gene con e l  ob je to  de 

utzl$.zaXlos como d e t e c t o r e s  de celo,  Se agruparon a l  aza r  

I 
c 

~ I 

.' . 

$3,  4 4  y 461,  Estos grupos se  a l t e rna ron  en convivencia - 
@El r a i s l a d o s  de las Kernbras (DsHL, Los macbos Nos. 43-  

y 47 fueron s e l e c c h n a d o s  a l  azaF pa ra  determinar l a s  va-- 

Tiactones de t e s t o s t e r o n a  

de l a s  24 hora's, topándoles una muestra cada hora.  Este - 
t t i o  de muestre0 @.C.)- se r e p i t i ó  en c u a t r o  oportunidades 

a l o  laxgo de l  e x p e r h e n t o .  

8 ,  

c 

ci ' rculante  en e l  t r anscu r so  
1 

- 

LOS o t r o s  machos fueron sangrados tres veces por semana, - 
durante  todo e l  e x p e r h e n t o  @f.R.]. Jgual  muestre0 se. l es  

p r a c t i c d  a l a s  hembras N.R.:lp además se l e s  h i z o  un pues- 

treO p e r i e s t r a l  (",E,l a l rededor  d e l  tercer a s t r o  manifi 'es 

t o ,  E s t e  muestre9 consistZ.6 en e x t r a e r  una muestra de san - 
gre cada cua t ro  horas durante  l a s  4 8  horas  p r q t a s  a l a  fe 
cha e.stimada de e s t r o  y a par t i r  de l a  de tecc i6n  d e l  e s t r o ,  
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20 m l .  de  sangre,  

ñ a s t a  su  procesamiento. La, cuantificac$On de tes tos te rqna ,  

y progesterona CP,L s e  r e a l i z b  por  radioinmunoanálisis.  -. 

Se d e s a r r o l l ó  un modelo matenafico de t i p o  s i n o i d a l  para  - 
e l  a n á l i s i s  de l o s  d a t o s  obtenidos en l o s  muestreos r u t i n a  

r i a  m . R . 2  y de 24  horas @ í . C : l t .  e l  c u a l  mostrb e l  compOr- 

tawiento per lddico  de l a s  f luc tuac iones  de t e s t o s t e r o n a ,  - 
Este modelo pe rmi t i r#  que e l  diseno experimental  de e s t u d i o s  

sucesi'vos se basen en e l  comportamiento per iódico  d e s c r i t o  

para  l a  t e s t o s t e r o n a ,  10 qua disminuirá  e l  cos to ,  por e l  me 

Los suercas se conseryaron en CQng&i,aC$6n . .  

- 
% %  

I 1 

- 
nor númerc! de muestras a extraer y procesar  y aumentará l a  

$ens Phi l idad e s t adxs t  i c s  , 
1 

Los r e su l t ados  de l o s  muestreos r u t l n a r t o s  y de 24  horas ,  

durante  l o s  t ra tmqientos ,  indicaron que l a s  hembras no 'in 

fluyeron en l o s  n i v e l e s  de t e s t o s t e r o n a  de l o s  machos. 
- 

' En c inco  de l o s . s i e t e  c a m e r a s  anal izados hubo un aumento . 
da las concentraciQnes promedio de t e s t o s t e r o n a  debido a l  

t r anscu r so  d e l  tiempo, 

En l a s  hembras s e  pudo desc r ib i r .  dos e tapas :  En primavera 

no hubo cgnducta manif ies ta  de estro, s i n  embargo, hubo - 
funcionamiento ovárico ya que los n ive le s  de prtpgesterona 

en suero mostraron Rluctuac to ies  e i i s d d i c a s  que se elevaron 

i)or sobre l o s  n i v e l e s  basales , '  

I 





I N T R O D U C C I O N  

\ 

Los s a t i s f a c t o r e s  que l a  ovinocul tura  proporciona a l  hom 

bre  (carne,  leche,  p i e l e s ,  l ana ,  cueros,  e t c ) ,  además de 

c o n s t i t u i r  una fuente  importante de t r a b a j o ,  descr iben - 
por s l  mismos l a  t rascendencia  que e s t a  ac t iv idad  t i e n e  

- 

\ 

ANO LANA SUCIA LANA LIMPIA 

1 9 6 5  

3 969 4 286  

3 975 

6 8 0 0  2 992  

1 800 

' 3 8 0 2  1 546 

en l a  economía de un p a l s .  (Owen, 1 9 7 6 )  

En México, l a  demanda de lana  y carne ha s ido  super ior  - 
en l a s  ú l t imas  décadas,  a l a  producción i n t e r n a  (Cuadros 

1 y 21, l o  que ha provocado l a  necesidad de importacio-- 

nes  cons tan tes  (Cuadros 3 y 4 )  (Moreno-Chang, 1 9 7 6 ) .  

CUADRO No. 1 

PRODUCCION NACIONAL DE LANA (Tons) 

I 

i 



y-- - , 
2. 

I , 

i 

CUADRO NQ. 2 

PRODUCCION NACIONAL DE CARNE 
, 

I ANIMALES SACRIFICADOS CARNE EN CANAL 
(a> (b) . 

I 
1970 

1972 

1974 

1 393 805 

985 650 

1 086 647 

1 1  331 271 

12 496 344 
I 1 

(a) No incluye oxinos s a c r i f i c a d o s  en pequeñas - 
rancher las  para  consumo l o c a l .  

(b) Rendimiento de 11.5 Kg/cabeza. 

CUADRO No. 3 

IMPORTACION NACIONAL DE LANA 
I 

/ 

ANO TONS VALOR EN PESOS (000) 

1965 14 126 

1970 13 549 222.2 

1975 4 379 í32.a 



\ 

i 

CUADRO NO. 4 

IMPORTACION NACIONAL DE CARNE 

ARO TONS VALOR EN PESOS (000) 

1970 160.3 Y 622.0 

1972 634.0 5 095.0 

1974 (a)  379.0' 3 874.0 

1974 (b) 3 600.0 (c)  65 0 0 0 . 0  (.d) 

(a)  Tabulador de importaciones (Enero-Diciembre - 

(b) Ganado importado para  e l  abasto de l o s  Estados 

DGE; SIC 1974) 

Unidos. 

(c,) Rasultado d e l  s a c r i f i c i o  de í80 QOO cabezas,  - 
con rendimiento de 20 Kg/cabeza. 

(d) A un p rec io  de compra de $ 7 . 0 0  en p i é .  
'\ 

f 
Teniendo en consideración que gran p a r t e  d e l  p a l s  ser'ia 

I 

i s u s c e p t i b l e  de s e r  aprovechada con ganado ovino, se hace 

evidente  l a  necesidad de promover e l  d e s a r r o l l o  de e s t a  

espec ie .  

La product ividad de 14  espec ie  e s t a  determinada por  una 

mul t ip l i c idad  d e ' f a c t o r e s ,  que inf luyen en mayor o menor 

grado en su rendimiento.  E n t r e  l o s  más r e l evan te s  se - -  
pueden mencionar l o s  de t i p o  genét ico,  n u t r i t i v o ,  s a n i t a  - 
r i o ,  de manejo y reproductivo. Los de tipo reproduct ivo 

son de,  grbn importancia ya que inciden con mayqr vigor - 
en la e f i c i e n c i a  product iva.  

* 

I 
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. 
La explotación ovina se realiza, en general en dos siste - 
mas: el extensivo y el intensivo. El extensivo, que es 

el más difundido, surgió como una consecuencia de rele-- 

gar la producción ovina a las pasturas más pobres. En - 
este sistema el nacimiento y el crecimiento de la cría - 
están Jntimamente asociados con las condiciones climáti- 

cas y nutricionales. La temporada de cría está predomi- 

nantemente regulada p o r  los cambios estacionales de la - 
. duraci6n del dla. Los nacimientos se prodocen- una vez 

al año y generalmente coinciden con la presentgción de - 
los pastos de primavera. Por las condiciones nutriciona 

les suhbptimas, como sucede frecuentemente en Gstas pas- 

turas pobres, la fecundidad está disminufda por una re-- 

- 

\ ducciÓn directa en la tasa de ovulación o por  la selec--, 

ciOn natural que actúa en contra de la prolificidad a - -  
travcs de la incapacidad de la hembra para proveer de le 

,í 

I 
- 

\ chs a más de un cordero. 

El sistema intensivo se desarrolla en praderas de Cali-- 

dad, 10 que implica una alta inversítin de capital. Los 

corderQs se producen 5 intervalos más frecuentes y tan - 
prenaturamente con9 sea p o s i b l e  en la vida reproductiva 

de la hembra. Este sistema requiere de una perfecta s i n  

crqnización en los eventos regr~ductivos del hato, por - 
- 

10 cual se hace necesario el conocfmiento de las caracte 

rJsticas QBsicas de la reproducción ovina y el control - 
9 



de l o s  mecanismos exbgenos y endógenos que regulan e l  - -  
proceso reproduct ivo (Robertson, 1977) o 

Machos. 

Los carneros  son animales domésticos que su f ren  cambios 

e s t a c i o n a l e s  por e l  'efecto de l a  duración d e l  fo tope r ío -  

do. Aunque <crmanecen f é r t i l e s  durante  todo e l  aiio, - - 
cuando s e  . .:ia l a  época en que se a c o r t a  l a  du.raci6n - 
d e l  d l a ,  sc 4 e r v a n  un aumento en l a  s l n t e s i s  y l i b e r a - -  

c ión  de gonadotrof inas  h i p o f i s i a r i a s ,  que s e  re f le ja  en 

e l  crecimiento y ac t iv idad  end6crina de l o s  t e s t í c u l o s , -  
1 

glándulas  acceso r i a s  y comportamiento sexual  (Lincoln,  y 

\ 

Los cambios graduales  en l a  duración d e l  fotoperlodo d i a '  - 
I .. rio durante  e l  año, const i tuyen e l  fac tor  más importante 

f 
- \  

sobre e l  c o n t r o l  de l a  e s t ac iona l ldad  reproduct iva d e l  - 
borrego. Se propone a l a  glándula p inea l  como un p o s i - -  

61e mediador en l a  información de l a  duracidn d e l  d l a ,  - 
regulando e l  s is tema endócrino a t r a v é s  de l a  melatonina.  

I 

Aunque es c l a r o  e l  papel que juega e l  fotoperiodo en l a  

e s t ac iona l idad  d e l  borrego, actualmente no s e  conoce com 

pie-tamente e l  mecanismo por e l  c u a l  e j e r c e  su acciún [Re 
i t e r ,  1-974, Barrel, y La$wood, 19.79EJ-, ' 

- 

E l  c a r n e m  puede, responder más rápidamente que l a  hembra 

8 l o s  camhios d e l  fotoperiodo, l o  que l e  hace un s u j e t o  
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ep i sód ica ,  en  l a  e tapa  de regres ión  d e l  tes t ' iculo l o s  n i  - 
v e l e s  en plasma de LB,  ESH y T s e  mantienen ba jos ,  y l o s  

p icos  de LH se pueden p resen ta r  con una f recuencia  mayor 

I de 8 Hrs. En l a  f a s e  de d e s a r r o l l o  t e s t i c u l a r ,  aumenta 

l a  f recuencia  y amplitud de l o s  p i cos ,  cada aumento t r a n  

s i t o r i o  de LH, se a soc ia  con un aumento relat ivamente pe 

queño en l o s  n i v e l e s  c i r c u l a n t e s  de T ;  en e s t a  e tapa  l o s  

n i v e l e s  de FSH son consistentemente a l t o s  y no ocurren - 
aumentos ep isódicos  como en e l  caso de LH. Cuando l o s  - 
t e s t l c u l o s  e s t á n  totalmente  desa r ro l l ados ,  aumenta l a  - -  
f recuencia  de l o s  p icos  episódicos de LH; és tos  p icos  - -  
son más pequeños que en l a  Ease de d e s a r r o l l o ,  pe rQ l o s  

- 
- 

. 
\ n i v e l e s  de l a  hormona e n t r e  e l l o s  son más a l t o s  que en - 
\ 

o t r a s  e t apas .  

c i a  con un pronunciado aumento de la's concentraciones de 

Cada pequeño pico episddico de LH s e  aso-  '\ 

I 

T en plasma. La concentración de FSH en  e s t a  e tapa  es - - \  

I 

b a j a  y l a s  f luc tuac iones  ep isódicas  em término c o r t a  son 

peque.fias. .(Lincoln,  1 9 7 6 ) .  

\ 

Los n i v e l e s  de LH, FSQ, P r l  y T presentan pa t rones  esta -  

c lona le s .  En verano y otoño cuando l a  duracidn d e l  d í a  

disminuye, aumenta l a  f recuencia  epis6dica de l i be rac ión  

y l o s  n i v e l e s  de LH, FSH y T ;  durante  l a  primavera (cuan 

do l a  duracidn d e l  d l a  aumenta) dispinuye la f recuencia  
- 

episódica  y l o s  n i v e l e s  de LH, FSH y T. y !  5 I 



a.  
I 

Los camhiQs en l a  concentraci6n de P r l  e s t án  esenciaimen - 
t e  i n v e r t i d o s ,  y a s €  P r l  aumenta en su concentración du- 

r a n t e  l a  primavera y verano disminuyendo en otono e i n -  

v ie rno .  

Durante verano y otoño, e l  volumen de eyaculado, tamitfig 

t e s t i c u l a r  y ac t iv idad  de apareamiento aumentan conside- 

rablemente,  mient ras  que durante  l a  primavera e s t o s  par6 

metros disminuyen. 

- 

La muda y crecimiento de lana y cuernos e s  máxima duran- 

t e  l a  i nac t iv idad  sexual .  E l  levantamiento d e l  l a b i a  'su 

p e r i o r  en r e spues t a  a l  estfmuio o l f a t o r i o ,  la agres iv ln -  

dad e n t r e  machos y e l  máximo d e s a r r o l l o  de l o s  mGsculos 

d e l  c u e l l o ,  se observan s6lo cuando l a  concentraci6n de 

- 
? 

\ 

i 

I 

T es a l t a .  (Lincoln y c o i .  1977). I 
I 

La hQrmona l ibe radora  de gonadotrofinas (GnRH), es secre 

t ada  en pulsos  por l a s  terminales  nerv iosas  de l a s  neurO 

nas  de eminencia media en hipotálamo y es t ranspor tada  a 

- 
- 

I 

hii 'pbfisis anter i0 . r  por e l  sistema p o r t a - h i p o f i s l a r i a ,  p a  

ra e j e r c e r  su acci6n sabre  l o s  gonadOtropos de  e s t a  r e - -  

gi6n estimulando l a  l i be rac i6n  de LH y FSH en farma d i f e  

r e n t e ,  LET e s  secre tada  rgpidamente después del estjimulO 

de, GnRH, en t a n t h  que l a  respues ta  de FSH es t a r d l a .  

ac t iv idad  h ipotg lamo-hipof ic ia r ia  s u f r e  cambips por 

- 

I - - 

I I 
L 
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e f e c t o s  de l a  duracidn d e l  fotoperíodo durante e l  c i c lo  

sexu'al d e l  macho, posiblemente por cambios en l a  s í n t e - -  

c i s  de l o s  gonadotropos h i p o f i s i a r i o s  6 bien par  modifi-  

caciones de l a  secrec ión  endógena de GnRH d e l  hipotálamo. 

1 

Durante l a  exposici6n a d l a s  co r tos  e l  hipotálamo aumen- 

t a  su a c t i v i d a d  s e c r e t o r a  y f recuencia  episódica en l a  - 
l i b e r a c i d n  de GnRH. ( P e l l e t i e r  y Ortavant,  1975; Lincoln, 

1 9 7 9 ) .  

En es te  mismo perPodo LH actGa a n i v e l  t e s t i c u l a r  sobre 

l a s  c e l u l a s  de, Leydig para  provocar s f n t e s i s  y l i b e r a - -  

c ión  de T ;  l o s  t e s t f c u l o s  alcanzan s u  tamario mihino tQr- 
1 

nándose completamente ac t ivos ,  aumenta l a  concentración , 

i n i c i a n  l a  manifestaclbn d e l  e s t r o  conductual.  (Lincoln, 

c t r c u l a n t e  de T ,  se r e s t a u r a  l a  espernatogénesis  aumenta 

l a  l f b i d o ,  coincidiendo con e l  tiempo en que l a s  heq'bras 
I 

6 - \  

\ 

y S h o r t ,  1 9 8 0 ) .  

\ 

El cambio de exposiccibn P d l a s  l a rgos ,  auventa l a  s e n s i -  

Figlidad hipotal$mi'ca d'el efecto r e t r o r a l i m e n t a d ~ r  n e g a t i  

y o ,  que l a  T t i e n e  sobre l a  secrec ión  de GnRH, a través 

de la .  i 'nhihici6n p a r c i a l  de l a  s f n t e s i s  GnRH, (Lincoln,-  

y Shor t ,  3 9 8 0 :  P e l l e t i e r  y Ortavant,  1 9 7 5 ) .  

- 

1 
* 

. I  

I i 

I 
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La mayoriia de l o s  au to res  repor tan  n i v e l e s  elevados de - 
LH, y T durante  e l  verano y otoño y n i v e l e s  ba jos  duran- 

t e  inv ierno  y primavera. Las concentraciones de. e s t a s  - 
hormonas, va r í an  de un rebaño a o t r o ;  probablemente e l l o  

se deba a d i f e r e n c i a s  r a c i a l e s  y ubicación geográf ica .  - 
Con respec to  a T,  Schanbacher y Lunstra (1976) ,  repor tan  

l o s  n i v e l e s  mas bajos  en marzo, ( 2 . 0 6  ng/nl)  en l a  r aza  

F in i sh  Landrace y 1.01 para l a  Suffolk.  La concentra- - 
c i6n  más a l t a  {mayor de 6 ng/n l )  l a  encuentra en e l  mes 

de octubre.  G6mes y Joyce (1975) en l a s  r azas  Southdown, 

Shropshires  y Targinees,  descr iben l a s  concentraciones - 
m a s  ba j a s  en diciembre ( 0 . 7 6  ng/ml) con un aumento en l o s  

n i v e l e s  de T en a b r i l  ( 3 . 8  ng/ml) . 
son de 7 . 4 2  ng/nl ;  hay una disminución en jun io  a 4 . 1 5  - ,  

En mayo l o s  n i v e l e s  
\ 

ng/nl  y en e l  mes de j u l i o  e l  n ive1 ,e s  de 8 . 3 1  n g l n l ,  p a  

r a  luego disminuir  l a  concentración de agosto a septiem- 
I 

1 

I b r e .  Ba r re l  y Lapwood [I979 a)  en l a  raza  Rommey repor t a  

n i v e l e s  de 3 . 3 9 * 0 . 3 2  de septiembre a diciembre,  1 . 3 9 z 0 . 3 2  

de septiembre a diciembre,  3 . 7 2 z 0 . 8 2  ng/nl  de enero a mar - 
zo y 4 , 2 8 f 0 . 9 9  Katangole y Col. {1974) 

en borregos Suf fo lk  rkpor t a  n i v e l e s  d e  0 .3  a 1 0  ng ln l  de 

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

bre .  

de a b r i l  a mayo. 

por o t r o  lado,  se ha estudiado l a  Í-elacibn e x i s t e n t e  .en- 

t r e  l a  l i f jeración de d i f e r e n t e s  hormonas (LH y T), b s j o  

condiciones de  i luminación n a t u r a l  y e l  perfodo d e l  d l a ;  

* 
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asl como los factQres luminosos inyolucradas en este laE 

so sobre la regulacidn de éstas secreciones. Las horno-- 

nas se han cuantificado a través de determinaciones reali 

zadas en muestras sangulneas durante periodos de 2 4  Hrs., 

en diferentes épocas del ado '(Ortovant y Col. 1 9 8 2 ) .  En 

otros estudios bajo condiciones controladas (Lincoln y - 

- 

Col., 1977)  se han observado los cambios de patrones de 

secrecidn diaria de las hormonas LH y FSH en respuesta a 

los cambios de duración del dla, correlacionando é s t o s  - 
camb.ios enddcrinos con la actividad testicular. 

C1976 a) han determinada en carne lIllius y Col 

ros los perfiles plasmátlcos de T, desde el nacinient~ - 
ñasta la pubertad. 

c 

Detectando niveles bajos al nacimien, 
- \  

to observan un aumento entre las semanas 1 0  a 16  de edad 

el que se incrementa paulatinamente hasta presentar un -i 

/ I  

, 
- \  

I pico en la semana 26, que coincide con la aparición de - 
la pubertad. Otro hallazgo fue el observar que el efec- 

to depresor estaciona1 se presenta sdlo hasta el segundo 

año de vida, Estas mismos autores (197á b)  estudian el 

e.fectQ de  diferentes ambientes sociales durante el desa- 

rrOllQ ontogénico, sobre el comportamiento social pgste-  

rior de los machos, as2 como el efecto del estbulQ $o--  
a 

cia1 intenso, provocado por hembras en actividad repro-- 

ductíva, en los cambiQs de los pla<máticos de T; tamblén 

kan tratado de demostrar el efecto postcopulatorio en 'la 
s 



T c i r c u l a n t e .  

Hembras. 

En l a  hembra e l  c i c l o  e s t r a l  es de 16 a 1 7  d l a s  aproxima 

damente. Sus eventos mfis'importantes se pueden d i v i d i r  

en aquél los  asociados a l  crecimiento d e l  f o l í c u l o  y l o s  

asociados a l  crecimiento d e l  cuerpo l ü t e o .  

- 

Los primeros 

s e  pueden c l a s i f i c a r  en dos perfodos p roes t ro  y e s t r o ,  - 
l o s  segundos en metaestro y d i e s t r o .  E l  c i c l o  s e  des--  

c r i b e  a p a r t i r  d e l  primer dlia d e l  e s t ro .  
1 

P r o e s t r o :  Su duración e s  de dos d l a s  y se cargcteriza - 
por e l  crecimiento d e l  f o l í c u l o  y por l a  produccidn de - 
e s t r a d i o l  (E 2 ) .  

! 

Es.trQ:. El e s t r o  conductual es e l  re,sultado de l a  accibn 
I 

d e l  Ez sobre e l  Sistema Nervioso Cent ra l ,  La duracidn - 
d e  la r ecep t iy idad  se.xual es v a r i a b l e ,  p e w  en genera l  - 
e l  c a l o r  o c e l o  dura 3Q a 4 Q  horas. . EX i s t en ovu i ac íone s 

s i n  e s t r o  Ccaigre$ s i l enc iosos ]  que ocurren con frecuen - 
c i a  a l  j lnlciQ y a l  f i n a l  de  l a  estacif in  de ac t iv idad  sex 

u a l ,  

- I 

En e s t a s  mlsmas'épQcas l o s  estrOs son más c w t o s .  

La primera ovulacibn de l a  e s t ac ión  reproduct iva o d e l  - 
ini 'c io  de l a  pubertad,  no está asociada frecuentemente - 
w n  estrO conductual ,  Parece que e's necesar ioa una fsec-- 

queña cantlidad de progesterona (P4) para  provocarlo.  - 
9 

, 



13.  

En ovejas  c ic lando,  é s t a  proviene d e l  cuerpO l ú t e o  d e l  - 
a n t e r i o r  c i c l o ,  pero en l a  primera ovulación, e s t o  no e s  

pos ib l e .  La ovulacidn ocurre  durante l a  segunda mitad - 
d e l  ce lo .  

Metaestro:  Se i n l c i a  después de l a  ovulación. E l  cuer-  

po l ú t e o  se organiza y comienza a funcionar aumentando - 
rápidamente l o s  n i v e l e s  de F4. Su duración es de dos - -  
d i a s .  

D ies t ro :  Tiene una duración de once a doce dl[as. Duran 

t e  e s t e  per lodo e l  cuerpo lÚteo se hace funcional ,  produ 

ciendo gran cant idad de P 4 .  

- 
- 

? 
\ 

Sin un -z igotQ se implanta,  e l  cuerpo,. 1úteQ continúa fun- 

I ciwnandq durante  l a  preaez, s i  e l  6vul0 ng es fecundado, - \  

I 

e l  cuerpo -1UteQ permanece s b l o  has t a  e l  d l a  1 2  O 13 .  

descenso de P 

de Q t r o  f o l k u l o .  

E l  

permjte un p i c o  de FSH y e l  crecimiento - 

En resumen, l o s  es t r8genos dominan durante  tres 6 cuat ro  

d$as d e l  c ic lo ,  m'ientras que l a  P4 domina alrededor  de - 

t rogén ica  y' l a  segunda d e l  cuerpo l ú t e o  ó progestacionai  

(McDonald? 1975)  ., 
I 

N 
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I . 
Cada c i c l o  e s t á  regulado por un conjunt i  c a r a c t e r 5 s t i c o  

de hormonas reproduct ivas  de l a s  cua les  l a s  m 8 s  e s t u d i a -  

das  son LH, P4 y E2; s i n  embargo s e  reconoce l a  p a r t i c i -  

pación de o t r a s  t a l e s  como l a  Gn-RH producida por l a s  - -  
neuronas endócrinas.  en e l  hipotálamo; l a  FSH producida - 
por l a  h i p ó f i s i s  y l a  melatonina producida por l a  p inea l .  

La cont r ibuc ión  e s p e c í f i c a  de é s t a s  hormonas a l  fenómeno 

reproduct ivo,  de l a  oveja ,  afin no e s t á  suf ic ientemente es 

c l a r e c i d a  (Kaesch, 1980) .  

. 

- 

I 

I 

E l  p e r f i l  de P4 c i r c u l a n t e  r e f l e j a  l o s  cambios de l a  ac- 

t i v i d a d  s e c r e t o r a  d e l  cuerpo l ü t e o ,  que a su vez e s t á  r e  

gulada por f a c t o r e s  es t imulantes  provenientes de l a  hipó 

- 
- 

f i s i s ,  e i n h i b i t o r i o s  cuyo or igen es e l  ú t e r o  (Legan y -, 
Karsch, 1979) .  !/' ' 

E l  E2 c i r c u l a n t e  de r iva  c a s i  exclusivamente de varios f o  

l l c u l o s  ovár icos  que s e  d e s a r r o l l a n  y luego a t r e s i a n  du- 

- 

r a n t e  e l  curso  de cada c i c l o  (Baird y Scaramuzzi,,  1976) .  

LH e s  secre tada  por  l a  h i p ó f i s l s  en dos formas funcional  - 
mente d i f e r e n t e s ,  Ei p ico  de LH, que es una descarga ma 

s i v a  producida e'n e l  e s t r o  y que produce ovulaci6n, e s  - 
consecuencia de la acción p o s i t i v a  de re t roa l imentac ión  

de l o s  e s t e r o t d e s  ovár icos ,  La forma tónica  de s e c r e r -  

c i6n ,  que se produce e n t r e  c i c l o s  'sucesivos es necesar io  

para  e l  / d e s a r r o l l o  normal de l o s  w a r i o s  y para l a  

- 

* 

f 

I 
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secrec ión  de LH es regulada por e l  e f e c t o  inhibi . tor io  de 

l o s  e s t e r o i d e s  ováricos (Baird y Col., 1976). 

, 
Durante e l  c i c l o  e s t r a l  l o s  v a l o r e s  séricos de P4 varzan 

de  0 . 8  ng/nl  (durante l a  ovulaci6n) a 4 . 0  ng/nl  (en e l  - 
d í a  7 ) .  Tanto en animales ovariectomizados como i n t a c - -  

i t o s  en a n e s t r o ,  l a  concentración plasmática fliictfia a i r e  - 
dedor de 0 . 2  ng/nl proveniente  de l a  producción c o r t i c o -  I 
adrena l  [Robertson, 1977). 

Los n i v e l e s  basa l e s  de LH, en borregos c ic lando,  o s c i l a n  

en t re  2 y 3 ng/n l ,  y en e l  p ico  ovu la to r io  e n t r e  30 y - -  
Z O O  n g l n l  [Geschwind y Dewey, 3962;  Goding y Col. ,  1973;  

Scaramuzzi y Coi , ,  1970; Pánt y Col. ,  39771. 

Los va lo res  de e s t r a d i o l  plasmatico d e s c r i t o s  vaTS'an de 

un au to r  a o t r o  (Bindon y Col., 1 9 7 5 ;  Yuthasastrakosol y 

Col. ,  3975; Pant y Col ,  , 1977). Se sabe que e l  E2 f l u c -  

tiía j u n t o  con l a s  descargas p u l s á t i l e s  de LH enddgena - 
, I 

1 

@aird  y C O I . ,  3976; Scaraniuzzi y Baird,  3 9 7 7 1  y que - -  
i 

é s t a s  va r i ac iones  ocurren con una f recuencta  de un p ico  

cada dos horas  (Baird y Col., 39761,  Sca rmuzz i  y Land 

CJ978)- obtuvieron, en e l  d í a  noveno d e l  c i c l o  e s t r a l  - T  

una concentracion media de E2 de 72.2*10.2 pg ln l  en - -  
hembras S c o t t i s h  Blackface y en Fi i i sh  Landrace de - p1.i 

I 



6 6 . 8 + 1 0 . 2  pg/nl  y l o s  va lo res  preovula tor ios  m5c a l t o s  - 
' fueron de 3.4:O.S y 3.9?0.5 pg/nl  respectivamente.  Las 

primeras concentraciones corresponden a sangre de l a  vena 

ovgrica y l a s  dos ú l t imas  a sangre p e r i f 6 r i c a .  

E l  per'iodo preovula tor io  comienza con l a  des t rucc ión  d e l  

cuerpo l ú t e o ,  produciéndose una caída brusca de progeste  

- rona c i r c u l a n t e .  Previo a e s t o ,  en l a  f a s e  i t t e a ,  l a  P4 

elevada e j e r c e  una poten te  re t roa l imentac i6n  negat iva,  - 
manteniendo l a  secrec ión  tón ica  de LH (Karsch y Col., - -  
1979). Este  c o n t r o l  sobre LH desaparece a medida que l a  

P4 d e c l i n a ,  y se r e f l e j a  por un gradual  pero sostenido - 

- 

aumento,de l a  concentración de LH s é r i c a  dos 6 tres d l a s  

a n t e s  d e l  p ico  [Hauger y Col., 1977). E l  aumento de LH 

es t imula  l a  secreción f o l i c u l a r  de E2 y l a s  dos hormonas 

aumentan paralelamente cua t ro  a ocho horas.  E l  E2 a lcan  

za n i v e l e s  s u f i c i e n t e s  como pa ra  desencadenar dos even-- 

- 

t o s ,  conducta de  e s t r o  y e l  p i co  de LH, Este provoca l a  

ovulación y formación de un cuerpo l i i teo,  e l  s igu ien te  - 
c i c l o  e s t r a l  se i n i c i a ,  

La e spec ie  ovina p re sen ta  una gran va r i ac ión  en l a  dura- 

c ión de  l a  ac t iv idad  sexual  anual ,  desde l a  condicibn mo 

n o é s t r i c a  h a s t a  e l  es tado  p o l i é s t r i c o  es tac iona1  en l a  - 
mayorPa de las  r azas  donlesticas CTkibault y Levasseur, - 
1 97 4 I_. 

- 

, 



En cualquier raza oyina, la duraci6n de la estación re-- 

productiva puede ser considerahiemete modificada por la 

localización geográfica, las caracterlsticas climáticas 

y su estado nutritivo. 

La estación activa se inicia al final del verano 6 prin- 

cipios de otoño y continCa durante el invierno. En prima 

vera, coincidentemente con el aumento del fotoperlodo, - -  
los ciclcs reproductivos cesan y la oveja entra en anes-- 

tro. 

- 

\ 

Aunque existen numerosas hipótesis y un buen caudal de - 
investigaciones al respecto, las bases endiicrinas del - -  
anestro estaciona1 no son conocidas.con precisidn (.icor-- 
sch y C o l ,  * 1980) ; erl canocbiento de estos necanist.7 

.nos e s  fragnentarlo. 

La morfologfa del ovario en anestro se caracteriza p o r  - 
ausencia de cuerpo lfiteo (Thimonier y MauleÓnar4- - --. 

39.691. A pe,sar de que se ha comprobado la presencia de 

EQllculos de m6s de cinco milfmetros de diámetro, su ca- 

pacidad secretora se desconoce. Estos folfculos pueden I 

ovular e.n respuesta a,un pretratamiento con estergides y 

'un régimen apropiado de gonadotrofinas. . ! 
I 

Durante el ciclo estral, xolfculos de similar.tamafiQ - - 
\ 

t 
I 



sec re t an  androstendiona y 17  Q e s t r a d i o l  (Moor - - '-- 

1973). También l a  adenohipóf i s i s  t i e n e  un contenido de 

gonadotrof inas  que s e r í a  capaz de l i b e r a r  si es adecuada 

mente est imulada.  

- 

Por o t r a  p a r t e  e l  hecho de que a l a  ovariectomía,  r ea l i -  

zada durante  e l  anest.ro, s i g a  un rápido aumento de l a  - 9  

concentración de LH, ind ica  que algGn producto de secre- 

c ión  d e l  ovar io  suprime l a  . l iberación.  de gonadotrofinas,  

aún en e l  per lodo de inac t iv idad  sexual .  Sin embargo e l  

conocimiento-que e x i s t e  a l  respec to  no es completo n i  hay 

un t g t a l  acuerdo respec to  a ' l a  i n t e r p r e t a c i 6 n  de é s t o s  me' 

canismos. 

\ 

Se ha expuesto que l a  e s t ac iona l idad  reprQduct iya es ta r fa  

causada por va r i ac iones  en l a  ac t iv idad  de l a  h i p ó f i s i s .  
I 

Los e s t u d i o s  de n i v e l e s  de gonadotrof inas  en l a  h i p ó f i s i s  - 

de oveja  durante  anes t ro  son con t r ad ic to r ios .  Algunos -- 
t r a b a j o s  informan que e l  po tenc ia l  t o t a l  de gonadotrof i - -  

nas  es  más a l t o  en anes t ro  que durante  l a  e s t ac idn  repro-  

duc t iva ,  mientras  o t r o s  no han encontrado d i f e r e n c i a s .  

Es ta  cont rad icc idn  podrfa deherse en p a r t e  a que l a s  t éc  - 
n i c a s  de dete.rminaci6n hormonal que se han usado son va- 
r i a d a s  y a l a  Iieterogeneidad d e l . m a t e r i a 1  h io l6gico  uti- 

l i z a d o  en, l o s  di"ferentes experimentos. 
1 

! 

i 

I 
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E l  e s t u d i Q  de las  fuerites de yariaciejn en l a  capacidad - 
reproduct iva  de l a  oveja  se complica por l a  d i f i c u l t a d  - 

Esto  es p a r t i c u  a r a r  l a s  causas de l o s  e fec tos .  - 
larmen:vt? e f e c t i v a  en e l  casa d e l  papel que desempeña l a  

secrec ión  de gonadotrof inas  en l a  mediaci6n de l a  v a r i a -  

c idn  e s t a c i o n a i ,  en  l a  presenc ia  o ausencia de c i c l i c i - -  

dad y en 18 va r i ac ión  de l a  t a s a  de ovulaci6n dent ro  de 

c i c l o s .  

Las d i f e r e n c i a s  en l a  secrec ión  de gonadotrofinas entre 

ovejas  c ic l icas  y no c l c l i c a s ,  puede s e r  una consecuen-- 

c i a  de l a  presenc ia  o ausencia de c i c l i c i d a d  más que una 

causa (Land y Col., 1976)  Thimonier y P e l l a t i e r  r -  

C3973) y Land y Col ,  (3973) han observadO re- 

l ac iones  geno t lp i cas  e n t r e  e l  nfmero de cuerpos l ú t e o s  - 
formadOs y l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  de l a  descarga preovulato 

r i a  de LK. Estas r e l ac iones  pueden t e n e r  or lgen a par--  

t l r  d e l  d e s a r r s l l o  y ovulacian de d i f e r e n t e  número de fo 

- 

- 
l € c u l o s  más que s e r  l a  expresidn de una d i f e renc ia  bási- 

ca  en l a s  c a r a c t e r l s t i c a s  d e  l a  l i b e r a c i 6 n  de LH, l a  - - 
c u a l  puede e s t a r  asociada con l a s  d i f e r e n c i a s  en l a  tasa  ---.<- 

de oyulacl6n. 

T6cnica. 

En loa  dl t imos 35 años se han desa r ro l l ado  t6.cnicas mi-- 

c r o a n a l f t i c a s  para  medir concentradiones de hormonas; e l  

rqd2QinmunoanSlisis (RIA) hai--sido l a  t écn ika  predominante- 

mente usada en EndqcrinalagSa. 



E l  método de RIA fue  desa r ro l l ado  en 1959 por Yallow y - 
Berson (1959), para  medir concentraciones de i n s u l i n a  - 
en plasma basándose en l a  observación de l a  competencia 

1 
I 

c 

que se e s t ab lece  e n t r e  un ant igen0 marcado y uno nó mare 

cado, por l o s  s i t i o s  de unión de un ant icuerpo e s p e c í f i -  

co presente  en concentración l imitada.  

Un r e q u i s i t o  indispensable  para  que e l  RIA sea  a p l i c a b l e  

en l a  medición de compuestos org%nicos,  e s  que é s t o s  ten 

gan capacidad an t ígenica .  Las hormonas e s t e r o i d e s  son - 
- 

subs tanc ias  con ba jo  peso molecular (menor de I O O O ] ,  que 

requieren  acoplarse  covalentemente a p ro te ínas  (albfimina 

s é r i c a  bovina 'ó humana). La uni6n covalente  e n t r e  l a  - -  
p r o t e í n a  y e l  e s t e r o i d e ,  se da e n t r e  l o s  grupos amino O 

ca rbox i lo  de l a  p ro te lna  y l o s  grupos ce tónicos  6 hidro-  

x i l o  de l a  hormona e s t e r o i d e ,  usando d ive r sas  reacc io- -  

nes  (Lieberman y Col. ,  1959;  Torneycroft  y Col, 1970) .  

AEiraham (-9681, demuestra que l o s  r e a c t i v o s  necesar ios  - 
para  e l  d e s a r r o l l o  de é s t e  método estaban d i spon ib le s  - -  
desde hacFa una dgcada, Sin embargo no e ran  a p l i c a b l e s  

para  

c o s  Cen e l  rango de IO8 l t h o l ] .  

c u a n t i f i c a r  n i v e l e s  hormonales en l rquidos  b i o l ó g i  c 

-. 
La b a j a  afinr'dad del, an t i suexo conSt i tu€a  l a  p r i n c i p a l  t 



l i m i t a n t e ,  .dado que l a  s e n s i b i l i d a d  d e l  R I A  e s  d i r e c t a - -  

mente  proporcional  a l a  constante  de a f in idad  d e l  a n t i - -  

suero que s e  u t i l i z a ;  l a  cons tan te  de a f in idad  aceptable  

para  que un an t i sue ro  pueda usa r se  en RIA es de 30  9 a - -  
I O~ o i t /moi .  

No f u e  s i n o  has t a  1969 cuando Abraham, produjo un a n t i - -  

suero con constante  de a f in idad  de 2.8XY 0" l t /mol ,  e s t e  

a n t i s u e r o  para  e l  d e s a r r o l l o  d e l  RIA en fase s ó l i d a ,  de 

1 7  - e s t r a d i o l .  

A través de l o s  años e l  R I A  ha su f r ido  modificaciones - 
esencialmente en: 

- Tipos de isótopos usados para marcar l a s  homo-- 

nas.  

Fase de separacidn d e l  antSgeno l i b r e  despuds d e l  

perfodo de incubacl6n. 

- 

c En R I A  para hormonas e s t e r o i d e s  se usan dos t i p o s  

de marcadores; yodo 125 (12'1] y t r i t i o  (H3]. E l  

marcaje con "'I logra  un mayor t i t u l o  d e l  a n t i * -  

suero y aumenta l a  s e n s i b i l i d a d  de l a  t ecn ica ,  's6 - 
l o  cuando se usa un an t i sue ro  con a l t a  a f in idad .  

Las deventajas  que presenta  e s t e  isótopo son su - 
c o r t a  v ida  

emisidn de 

t r i t i o  por 

media 

r.3 yo s 

c60 d l a s )  Y e l  a l t o  

gamma. 

las s i g u i e n t e s  razones : 

poder de 

e l  uso d e l  c 



t e ,  l a  ac t iv idad  e s p e c i f i c a  de l o s  e s t e r o i d e s  - -  
marcados con e s t e  is6topo no cambia ap rec i ab le - -  

mente durante  e l  perfodo de su uso y l o s  e s t e r o i -  

des  marcados con t r i t i o  pueden u s a r s e  como marea- 

dores  para  correcci6n de recuperaci6n (Abra"ham y - 
Manlimos, 1 9 7 7 ) .  

A l  f i n a l  d e l  perfodo de  incubacibn es necesa r io  

separar  e l  ant lgeno marcado unido a l  ant icuerpo,  

d e l  ant5geno marcado l i b r e ;  e s t a  f a s e  de separa-  

c idn  puede hacerse  por v a r i o s  métodos: 
. 

Por  prec ip i tac iGn,  usando s a l e s  ( s u l f a t o  de amo-- 

niQ]- 6 so lventes  Qrgfinicos (etanQ1, metanol? ace- 

t Q n a ) ;  pQr adsorcign d e l  ant igen0 marcadO (carbón 

c u b i e r t o  con dext ran ,  s l i i c a ,  t a l c o ,  intercambio 

de resinas]-;  por inmovilizaci6n dek antígeno (-fi- 

jando e l  a n t i s u e r o  a l a s  paredes i n t e r n a s  d e l  t u -  

Bo 6 por e.1 USQ de p r o t e f n a  A d e l  Staphiiococus - 
a u r e u s l  ó por inmunoprecipitacibn usando un segun 

do  an t icuerpo  (producido con t r a  l a  gamma g l o h u l i -  

na,  de l a  espec ie  en l a  que se gener6 el primer - 
an t i cue rpo) .  

- 

E l  metodo de  RTA en  l a  actu&Pídad es altamente s e n s i b l e ,  



especf , f ico y confiab.i.c y Pfrece l a  pos ib i l i dad  de procc- 

sar gran ncimero de m e s t r a t s  en forma siniuitSnea, 

\ 
L a  cuan t i f i cac ión  de hormonas e s t e r b i d e s  [. T y p4) cn 12 
quidos b io lógicos  por l a  t ecn ica  de R I A ,  ha permit ido - -  
profundizar e l  e s t u d i o  de aspectos  reproduct ivos (del  m a  

ch0 Y de l a  hembra] en d i f e r e n t e s  espec ies  en genera1 .y  

en e l  ovino en p a r t i c u l a r ,  

La va lorac ión  de T en s u e r o  ha f a c i l i t a d o  e l  e s tud io  de 

l a s  va r i ac iones  e s t a c i o n a l e s  que presenta  e s t a  hormona y 

l a  co r re l ac ión  que e x i s t e  cgn l a  conducta sexual ,  prodarc’ 

c ibn ,  c a n t i d a a  y ca l idad  d e l  semen y evalilacibn de l a  - -  
función t e s t i c u l a r .  En l a  oveja ,  l a  P4 se ha c u a n t i f i c a  

do en suero,  plasma y l eche  para  e l  e s tud io  de: c i c l o  - 
e s t r a l ,  preñez normal, diagnÓst#ico temprano de preñez,  - 
detecc ión  de e s t r o  no mani f ies to ,  evaluacidn de l a  fun-- 

c ibn  ovár ica  de hembras i n f é r t i l e s  ó anormales y d i a g r b  

tito de mortal idad embrionaria e n t r e  o t r o s  (Perera y - - 
Abeyratne 1 9 7 9 ) .  

J u s t i f i c a c i ó n  y Objetivos.  

Como se  puede observar, e l  e s tud io  de l a  reproducci6n 3e 

l a  especie ovina,  es un campo ampliamente abordado a nl- 

val mundial. SSn emgargo, teniendg p resen te  que es te  52 

n6mano es t$  fuertemente i n f l u f d o  poi. f a c t o r e s  ambienCa-- 

- 

, 
i 
I 



do, determinadas principalmente por l a  locglizaci6n geQ- 

gráfica, se hace evide.nte la necesidad de estudiarlo lo- 

calmente. . 

En Méxlco, esta lInea de investigaclbn se esta desarro-- 

liando a través de la actividad de diferentes grupos. 
1 

I 

El presente trabajo tiene como finalidad contribuir, en 

alguna forma, al conochiento de este fendmeno a nivel - 
regional 

> 

Actualmente las diferentes regiones de producción ovina 

en México,' utilizan criterios reproductivos que en la ma I - 
yorfa, de los cas-os, son resultado de la simple observa- , 

I 

~ 

I 
I 
I 

cion (Valencia y Col. 1982;  Hernhdez y Col. 3983; - - - 
Barron y Col. 1981;  Valencia y Col. 1 9 7 8 ) ,  

I 

La. caracterizaci6n del comportamiento reproductivo desde 

el punto de vista h.ormona1, permitir$ el conocimiento - -  
q$s preciso de -los mecanismos Lnvolucrados en la repro-- 

ducc$.6n, posibilitando 18 programaci6n más adecuada y ra 

cb.onal de la actividad reproductiva de la especie, con - 
todw 19s beneficios que esto implica. 

I 
4 

1 .. 

- 
, 

LQS ofrjetivos, generales de e$te tra.bajo son: 

T. Caracterizar el' comportamiento reppoductivo de los - -  
- 

'\ * .  

I 



ovinos en l a s  d i f e r e n t e s  reg iones  de l  Raza, 

I d e n t i f i c a r  l a s  €?pocas de empadre más adecuadas, 

Formular recomendaciones para  un manejo reproduct ivo  

más e f i c i e n t e  de l a  e spec ie ,  

- 
- 

Los Objet ivos p a r t i c u l a r e s  propuestos  para  l a  e tapa  que 

cubre es te  informe son: 

- Obtener capac i tac ión  en l a  metodología para  l a  d e t e r -  

minacien c u a n t i t a t i v a  de a lgunas  hormonas reproduct i -  

vas d e l  ovino. 

- Establecer  l a  metodologfa para  l a  cuan t i f i cac i en  de  ,. 
é s t a s  hormonas (_T y.P4]. 

Desc r ib i r  a l  comportamiento hormonal en una 6poca d e l  

per lodo xepraduct ivo d e l  nacho y: d e l  c i c l o  reproduct i  

7 

- 
vo .de l a  hembra en ovinas  c r i o l l a s .  

, 
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i 

H I P O T E S I S  

- Hay d i f e r e n c i a s  en l o s  n i v e l e s  hormonales de l o s  ma- 

chos en presenc ia  de hembras y de l o s  machos s i n  hem - 
b r a s .  

- La es t ac i6n  d e l  año es un f a c t o r  importante en los - 
n i v e l e s  hormonales de l o s  machos, s i n  importar l a  - -  
presenc ia  o ausencia  de l a s  hembras. 

- E l  pa t rón  d e l  p e r f i l  enddcrino de l a s  hembras, puede 

v a r i a r  en el t ranscurso  d e l  año. 

- Estas va r i ac iones  t i enen  como consecuencia l a  mani-- 

f e s t a c i d n  de e s t ac iona l idad .  

MATERIAL Y METODQS 

Mschos 

Se t r a h a j b  can un ha to  de  Siete  machos e igual número de 

. hembras ovinos c r i o l l o s ,  de aproximadamente dos años de 

I Los machos provenían d e l  Estado de MBxico, Se i d e n t i f i -  

caron con a r e t e  numerándolos d e l  41  a l  47 .  S e  pesaron,-  i 



se obtuvieron muestras de  sangre r heces para a n á l i s i s  - 
c l i n i c o ,  se l e s  acimtnistr8 un an t@aras i . t a r io  i n t e r n o i  - 
se esqu i l a ron  y G.añaron con un a n t i p a r a s i t a r i o  externo.  - 
Las hembras provenientes  de l  Estado de Quergtaro, se - - -- 
i d e n t i f i c a r o n  por medio de un a r e t e  numerándolas d e l  1 - 
a l  7, y s e  l e s  someti6 a igua l  manejo que e l  d e s c r i t o  p- 

r a  l o s  machos. 

f 

Durmte  e l  e x p e r h e n t o  se administrb a l a  t o t a l i d a d  de - 
l g s  animales, una dze ta  de mantencibn de heno de a l f a f a  

y r a s t r o j o  de maPz en proporcibn de 11.9 gr, y 15.87 gr. 

r e s p e c t i v m e n t e  por k l l ~  de peso vivo, y sa l  minera l iza-  

da "ad l i b i t u m ~ ~ ,  Se con t ro l6  el peso ind iv idus l  [Cuadro 

No. 5 y 61. 

I 

I 
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30. 

_ _  A todos l o s  machos d e l  experimento se les  p r a c t i c ó  desvia  

c i6n  de pene con e l  ob je to  de u t i l i z a r l o s  como de tec to res  

I de ce lo .  Despues de d i ez  d í a s ,  de t r a n s c u r r i d a  l a  o;iera- 
i 
I c ión ,  se procedid a observar l a  presentación de ce los .  - 

- 

Diariamente,  en l a  mañana después de dar  de comer a machos 

y hembras por separado en sus  c o r r a l e s ,  se sacaron a un PO - 
t r e r i l l o  y se obsewaron  durantemedia hora.  En e l  d l a  per-  

manecieron en e l  mismo p o t r e r i l l o  y en l a  t a r d e ,  después - 
I de d a r l e s  de comer separadamente s e  observaron por e l  m i s -  

mo perlodo que en l a  mañana y se es tabularon  en c o r r a l e s  - 
separados.  

I 

Se agruparon a i  aza r  en grupo T (.animales 43 * 4 2 ,  45  y 4 7 1  

y grupo I1 (animales 43, 44 y 461, .Es tos  grupos se a l t e r -  

naron en. convivencia CDH) y a i s l ados  de l a s  hembras- (DsH] - 
en una primera e tapa  de aproximadamente 35 dfas  de dura- - 
c ibn  y a l  cambio de t ra tamiento ,  una segunda e t a p a  de 60 - 
dPas Ccuadro No, 71 .  

I 

, 
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32 .  

E l  muestreo se r e a l i z ó  en primavera y p r i n c i p i o s  de vera-  

no. Los animales 43  y 4 7  se u t i l i z a r o n  para  determinar - 
l a s  va r i ac iones  de T c i r c u l a n t e  en e l  t ranscurso  de l a s  - 
2 4  horas (MC), tomándoles una muestra cada hora.  (Cuadro 

No. 7 ) .  Este t i p o  de muestreo se r e p i t i ó  en cua t ro  opar- 

tunidades a l o  l a rgo  d e l  experimento. E l  muestreo r u t i n a  - 
, r i o  (MR), s e  r e a l i z ó  t r e s  veces por semana, l o s  d l a s  l u - -  

I n e s s  miercoles  y v i e r n e s ,  extrayendo l a  muestra en l a  ma- 

I 

.Ir 

ñana a n t e s  de dar  de comer a l o s  animales (Cuadro No. 8 ) .  

A n á l i s i s  Es t ad l s t i co .  

Se a p l i c d  un a n á l i s i s  e s t adPs t i co  a t r a v é s  de una prueba 

de h i p ó t e s i s  para  observar s i  e x i s t í a n  diferenc‘ias  s i g n i f  - i 

” 

c a t i v a s  en l a s  concentraciones de T de l o s  machos bajo  t r a  - 
tamiento DH y D s H .  

Se u t i l i z 6  un a n á l i s i s  de regres i6n  para  d é t e m i n a r  s i  - - 
e x i s t í a  un comportamiento per ibdico.  Se seleccionb l a  c i ~ x  

va s i n o i d a l  como base para  r e a l i z a r  e l  a j u s t e  de l o s  da tos  

observados. Este a j u s t e  no l i n e a l  se h izo  por msinimos cua - 
drados.  A l  a n s l i s i s  de regres i6n  y co r re l ac ión  s e  l e s  c a l  

cu ló  l a  I: de Fisher d e l  a n s l i s i s  de var ianza respec t ivo  p a  

r a  conocer s i  e l  a j u s t e  era es tad ís t icamente  s i g n i f i c a t i v o .  

E l  modelo matemático para  a jwste  s í n o i d a l  pa r t e  de l o s  - -  



b 

T Perltodo; l o n g l t u d  del. mas pequeno intervalo de t&em- 

po en e l  cual e l  evento periódico produce un c j c l g  

completo, 

Acxofase: tiempo en el’ cual l a  curva slnotdal tiene 

su valor  mais a l t o ,  

C Valor intermed$o de l a  curva sinoidal 

a Djstancia entre e l  ya lo r  intermedio (C). y e l  valor 

más a l t o  6 mas bajo de l a  curva s ino ida l ,  
. .  

I 
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35. 

Hembras. 

A l a s  hembras s e  les  p r a c t i c 6  dos t i p o s  de muestreg: e l  ru 

t i n a r i o  @IR), con igua l  f recuencia  y siguiendo las mismas 

normas que en l o s  machos y e l  muestreo p e r i e s t r í l l  @E) - -  
efectuado en cada hembra alrededor  d e l  t e r c e r  e s t r o  mani-- 

f i e s t o .  Tenizndo como r e f e r e n c i a  l o s  dos estros  an te r io - -  

res, se estimó l a  fecha d e l  t e r c e r o  y se in i c i l j  e l  mues- - 
t r e o  p e r i e s t r a l  4 8  horas  a n t e s ,  extrayendo una muestra ca- 
da c u a t r o  ho ras ,  A p a r t i r  de l a  detección d e l  ce lo ,  e l  - -  
muestreo se hi.zo m%s f r ecuen te ,  cada dos horas ,  y se p m - -  

long6 por 2 4  horas  más, [Cuadro No. 9 ) .  

CUADRO No. 9 

TIPOS DE MUESTRE0 Y CANTIDAD DE MUESTRAS 

OBTENIDAS EN HEMBRAS 
. . . , . . . . . . . . . .  . < . . . . . .  * ~ . - . . . . . . _  ~. 

t 

., I[ Muestreo r u t i n a r i o  - 
2 f  Muestreo p e r i e s t r a l  . - 
- 3/ Epoca $-in e s t r o  m a n i f j e s t 0  

- 4 1  Epoca reproduct iva 



- -  
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Las muestrqs se obtuvheron por  punci6n yugular con aguja 

es té r i l ,  recibiendo l a  sangre (ZQ m l ]  en vacuta iner ,  LOS 

sueros  d iv id idos  en cua t ro  a l k u o t a s ,  s e  conservaron en - 
congelaci6n h a s t a  su procesamiento. 

E l  método seleccionado para  c u a n t i f i c a r  T y P4 en suero - 
'de  ovinos fue  e l  R I A  de  fase l i q u i d a  por s e r  altamente - -  
s e n s i b l e  y e spec r f i co  ademas de - r eque r i r  pequeños volúme- 

nes  de suero ,  [Abraham y Col., 1 9 7 7 ) .  

La va l idac ión  d e l  RIA para T y P4 en suero de ovejas ,  se 

h izo  a través de curvas de paralel ismo (Reimers y Col., - 
1 9 8 1 ) .  (Anexo' No. S).. 

Prev$o.al  R I A  las muestras de  suero,  fueron cometidas a 9 ~ 

un proceso p a r c i a l  de purificación.[Anexo 31. 

Tecngca para  Determinaciones Hormonales. 

Secuencia de - t r aba jo  pa ra  e l  RIA. 

La secuencia de t r a b a j o  e s t a b l e c i d a  para  procesar  l a s  - - 
muestras problema por RXA f u e  como sigue:  Debido a que - 
l a  capacidad máxima d e l  cabezal  de l a  cen t r i fuga  r e f r i g e -  

I 

rada fue  de s610 96 tubos,  cada R I A  tuvo como máximo ese  

nOmero de tub.os, 

Los tubos  3 y 2, 41 '  y 4 2 ,  95 y 96 siempre correspond*eron a 



uniones máximas e n t r e  l a  honnona marcada (progesterona 1 , 
3 2,6,7- H) con e l  an t i sue ro  (ant i -P4 Ó a n t i - T ) ,  en ausencia 

de l a  hormona no marcada (es tandar  o problemas). A e s t e  - 
grupo de tubos se l e  agregó 0 . 5  m l  d.e buf fer  de f o s f a t o s  pH 

7 . 2 .  

Los tubos 21 y 2 2 ,  61  y 62 ,  y 93 y 9 4  fueron tiniones no e s -  

p e c í f i c a s  que permit ieron observar que t a n t a  rad ioac t iv idad  

u hormona marcada se a d h i r i ó  a cualquier  compuesto que no - 
sea e l  a n t i s u e r o  (.anti-P4 Ó a n t i - T ) .  Este grupo de tubos - 
r e c i b i ó  un volumen de 0 . 6  m l  d e l  mismo buf fe r .  

' Los tubos 15  y 16, 55 y 56 y, 87 y 88 contuvieron e l  con t ro l  

de ca l idad  con concentración a l t a ;  permit ieron evaluar  e l  - -  
comportamiento de l a  curva es tandar -  en su p a r t e  baja .  

Los tubos 17 y 18, 57 y 58.y, 89 y 90, fueron con t ro l e s  de 

c a l i d a d  con concentración media; permit ieron ve r  e l  compota 

miento de l a  curva es tandar  en su p a r t e  media. 

LOS tubos 19 y 2 0 ,  59 y 60 y 91 y 92 fueron con t ro l e s  de - -  
c a l i d a d  con concentración ba ja  que permit ieron eva luar  e l  - 
comportamiento de l a  curva es tandar  en l a  p a r t e  a l t a .  

Todos l o s  tubos correspondientes  a con t ro l .de  ca l idad  r e c i -  

h ie ron  una a l í c u o t a  de 0 . 5  a d e l  e x t r a c t o  resuspendido en 

so luc ión  buffer.  de f o s f a t o s  an te s  mencionada.' 



! -  

Los tubos 3 a l  14 contuvieron e l  es tandar  en dos i s  que van 

35 

de 11.52 a 368.64 pg/O.S m i  para  l a  curva es tandar  de T. - 
Cada d o s i s  aumentó progresivamente a l  doble y s e  procesó 

E l  o b j e t i v o  de colocar  a l  i n i c i o ,  a l a  mitad y a l  f i n a l  - 
d e l  R I A  uniones máximas, uniones no e s p e c í f i c a s  y contrq-  

l e s  de ca l idad  de concentración a l t a ,  media y ba j a  e s  e l  

determinar var iac ión  i n t r a - a n á l i s i s  y en e l  caso e s p e c f f i  - 
co de l o s  c o n t r c l e s  de ca l idad ,  l a  evaluacian de l a  v a r i a  - 
c ión  i n t e r a n á l i s i s  d e l  método. (Rodbard, 1974). 

Este grupo de es tándares  permit id  c o n s t r u i r  l a  curva d o s i s  - 
r e spues t a  que s i r v i d  como r e f e r e n c i a  para  conocer l a  concen - 
t r a c i ó n  de l o s  sueros problema. 

Los tubos r e s t a n t e s ,  e s  d e c i r  d e l  23 a l  4 0 ,  d e l  43 a l  54 y 

d e l  63 a l  86 contuvieron a l i c u o t a s  de 0 .5  m l  d e l  extracto 

resuspendido de l o s  sueros  problema, procesadas por dup l i -  

cado l o  que permit id  a n a l i z a r  27 muestras por RIA. 

Despues de a l i c u o t a r  e l  b u f f e r ,  es tándares  y ex t r ac tos  re -  

. suspendidos de l o s  sueros  problema y con t ro l e s  de ca l idad ,  

l o s  96 tubos r ec ib i e ron  un volúmen'de 0.3 m l  de P4 1 ,  2 , 6 ,  

7-3H 6 T 1 , 2 , 6 , 7 -  H con aprdimadamente 2 0  O00 dpm. Luego 3 



se agrega un valúmen de Q.3 ml de í int isuergs  an t j -T  - - -  
..Q:.45 aah]-'o ant i -p4  (:J:7Q QQ], A l  grupo de tubos de - - 

I 

I unzbn no especf f ica  @NE]- no se les  adicion6 an t i suero .  

I Un8 .vez que se hubo agregado estos r eac t ivos ,  se ag i ta ron  

en r o r t e x  por  aproximadamente 3 segundos, colocando, l ue -  

go- i a . g r a d i l l a  con l o s  tubos a 4OC durante. 3 8  a 24 horas 

para  que l a  reacción an t fgenorant i suero  alcanzara e l  e q u i l i  

brio, La incubacidn se d e s a r r o l l  a 4 O C  para  p e r m i t i r  l a  

i n t e racc lbn  ant€genoTantisuero y e v i t a r  el crecimiento - -  
- 

Separacian d e l  Bstergidei l i b r e  d e l  Gnido a l  a n t i s u e r g  

Después .de1 per lodo de t n c u b a c i h ,  e l  e s t e r o i d e  msrcado.-l i  a 

hre se separó d e l  unido a l  a n t i s u e r o  con l a  suspensi6n - 
- 

l de carbon c u b i e r t o  con dextran (-0.625g'Q) en solucibn de bg 
f f e r  de  f o s f a t o s  agregado en un tiempo mkimo de 2 minutos; 

permaneciendo en contac to  con es te  r eac t ivo  durante  1 5  m i -  

nutost contados a p a r t i r  de l a  ad ic ión  d e l  carban-dextrán 

31 tubo No, 1 y todo ello a una temperatura de 4 O C .  

* 

I 

DesiuEs de l o s  15 minutos de incubation, l o s  tubOs fueron , 

,cexitrifugados a 4 O C  durante  1 Q  minutos, a 3 O Q Q  rpm. A l  - 
#&al d e  este perPodo, los tu.60~ fueron regresados a l a  - -  
g r g d i l l a  sobre baño de hielo con agua para  mantener sedi--  

mentado e l  carhdn y e v i t a r  que l a  hormona marcada unida a l  
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a n t i s u e r o  se desuniera ,  

Se se lecc iond  a l  c a r b b n r d e x t r h  para  separar  e l  e s t e r o i d e  

marcado unido a i  an t i sue ro  d e l  marcadp ñ i b r e ,  porque: 

E l  carbón-dextrán minimiza l a  i n t e r f e r e n c i a  no espec l f  ica 

(jilanco] en e l  a n á l i s i s ,  l a  adsorcibn de e s t e r o i d e s  l i b r e s  

* .  
I 

I 

I 

es de 95 a 98% y ocurre  en s610 20  minutos y porque propor 

c iona una a l t a  p rec i s ión  a l  a n á l i s i s  con un c o e f i c i e n t e  de, 
- 

var i ac ibn  de l a  curva es tándar  de s810 2 % .  

Deteccibn de l a  r ad ioac t iv idad  unida a l  an t i sue ro ,  

E l  sobrenadante de cada uno de é s t o s  tubos,  se decant6 en 

vieles de v i d r i o  con bajo contenido de po ta s io  40 .  Luegq 

cada f rasco .recibiÓun volúmen de 5 m l  de solucidn de con- 

te,o BBS, [Anexo 31 ,  tapando e ident i f icando cada uno de - 
e l l o s , s e  ag i t a ron  envor tex  y se 1impi6 l a  s u p e r f i c i e  e x t e r  

na  cgn alcohol  e t l l i c o  para  q u i t a r  grasas  que pudieran in -  
- 

te.rferir en l a  t ransmisi6n de l a  luz .  

rtonen un espectometro de c e n t e l l e o  l í qu ido  y s e  contó - - 
cada tuho durante  un minuto. 

Los v i a l e s  s e  coloca - 

\ I 

Para e l  cá l cu lo  de l a  concentración de l a  P4 y T en suer0 . 

de concentración desconocida se u t i l i z a  l a  transformacidn 

Logit-Log de l a  r e l ac i6n  U*/U,** vs  Log decimal de l a  do- 
, .  

sis ,  in t roducida  por (podbard,  Y c o i . ,  3969)  porque 'SE 

prime l a  pos ib i l i dad  de p r e j u i c i o s  personales  en e l  t r a z o  



. 
de la curva dQiisTrespucsta, y cn e l  c 5 l c u l o  de las wucs- 

j 

i 
! 

t r a s  

"U 

* *uo 

desconocidas, 

Antfgeno marcado unido a l  ant i sueto  en presencia 

de antígeno no marcado (desconocido 6 estándarl.  

Antlgeno marcado unido a l  antisuero en ausencia 

de antIgeno no marcado. 

... . 
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CUADRO Na. 12 
YALQRES PRQPI/EDIO DE TESTOSTERONA SERrCA 

DE MAWS CRIOLLOS 
(Prwera y segunda etapas de los muestreos rutinariO y de 

. . . . .  . . . .  
24. h.1: 

. . .  . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . .  

t 

41 1.18 . b: - 2.80 2' .-3',f 6? 

PRIMERA ETAPA SEGUNDA ETAPA g - 
. . . . . . . . .  No.. . . . . . . .  X /m.l. . . . . . . . . .  . ~ .  ./..l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

MACHO 

R -  3 
. . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

42 1.68 !?' 1.36 5' 318 (ns) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

-2.89* b 5.29 -' a ' c /  43 -' 4.46 - 
4.73 5.26 

1.20 c/ . 1.63 h' . -1.16 (ns] 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

. . . . .  . . . . . .  44 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

-2.62* C 45 . 0 . 4 2  1.12 J 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

46 0.76 2' 3.21 0' -4.89" 

47 . 1.85 ' b  -' 4.89 -' . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

C 
-2.69" - . . . . . . . . . .  .4...o.8 . . . .  . . . . . .  .2..'2.8.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

a/ Machos con auestreo de 24 Hrs. 
Tratamiento machos sin hembras 

- c l  Tratamiento machos en presencia de hembras 
* significativo 

- 

ns no significativo 

4 

' .  
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07 4837 

I 
t 

ANALXSIS DE REGRESION SINOIDAL'DEL RJTMO DE LA SECREEION 
EPISQD$CA DE TESTOSTERONA SERICA EN BORREGOS CRIOLLOS. 

. . .  

lacho CORRE ANQVA 
C T LACIUN F P(  . . . .  . No. Y = a Sen (NT + 01 t 

. .  . . . .  

0.76 Sen 'C2T-1 .51 )  + 4.44 7 
0 .75  Sen[ +1.05) + 4.75 7 
0.62 Sen[ -0.89) t 5.24 7 
0.53 Sen(: 'J -1.06) + 5.25  7 

Q.65  S e n ( . q - O . 7 1 )  + 1.18 6 
0.62 Sen[_" -0 .19 + 4.09 6 
1 . 5 0  Sen[ It +0.46) + 4.96 6 
0.74 Sen(  11 NI.14)- + 2.75 6 

0.95 S e n ' ( q + l  . I 3 1  + 1.24  3 

0.87 S e n [ y - O . 9 2 ) -  + 2.83 4 

Sen'c?+0.17) + 0.45  5 

0.53 Sen(-a 2 T - 0 . 4 0 )  I- 1 .10  5 

0.35 Sen(%-0.26) + 1 .20  12  
0.50 Sen( I f  -1.06) + 1 .59  12  

Senc%-0.92) + 0 - 7 7  11 
1 .46  Sen( '' -1 .52)  + 3 - 2 1  11 

0.42 
0.42 
0.45 
0 .33  

0.40 
0.41 
0.46 
0.37 

0.67 

0 .38  

0.41 

0 - 4 3  

0 .30  
0.51 

0 .56  
0.06 

2.30 
2.25 
2.59 
1 .65  

1 - 8 5  
2.14 
2.74 
I .60 

4.12 

1.80 

0.91 

2.47 

0.65 
3.94 

2.96 
0.03 

.10  

.10  

.10  

.20 

.20 

.1Q 

.10 

.20 

. o5 

.20: 

ns  

.IO. 

ns' 
.05. 

. 1 o:  
ns  

T P e r I o d o  
a Ampl i tud  
0 Acrofase 
C V a l o r  intermedio d e  l a  curva s i n o i d a l  

" T  + Muestre0 de 24 h 

ns  No s i g n i f i c a t i v o  
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D I S C U S I O N  

Machos : . 
En l a  Figura No. 1 ,  se observa e l  p e r f i l  de t e s t o s t e r o n a  

sérica de l o s  carneros  sometidos a muestre0 r u t i n a r i o  du - 
r a n t e  primavera y p r i n c i p i o s  de verano. 

car ,que l o s  va lo res  aqul  obtenidos son muy coinc identes  - 
con l o s  d e s c r i t o s  en l a  l i t e r a t u r a  as5 como tambien l a  - 

Se puede d e s t a -  

tendencia  que s iguen l o s  n i v e l e s  de una e s t ac idn  a o t r a  - 
[Gómes, y M.C. Joyce. ,  1975;  Schanbacher, y D. D. Lunstra,  

1976;  Kennaway, y Col. 1 9 8 1 ) .  En e l  grupo I se destacan 

l a s  d i f e r e n c i a s  e n t r e  l o s  n i v e l e s  de uno y o t r o  t ra tamien  - 
t o ,  par t icu larmente  en l o s  animales Nos. 41 y 45 .  En e l  

grupo 11, l o s  n i v e l e s  tambidn son notoriamente d i f e r e n t e s ,  

aunque e s t o s  animales es tuvieron  sometidos a los mismos - 
t ra tamientos  pero con una secuencia inversa .  

La Figura No. 2 muestra l o s  p e r f i l e s  hormonales d e l  macho 

No. 43  correspondientes  a los cua t ro  muestreos de 24 h. - 
- 

En l a  p a r t e  supe r io r  se encuentran l a s  f luc tuac iones  espe - 
rimentadas ba jo  e l  t ra tamiento  con hembras, y en l a  i n f e -  

r i o r  l as  var iac iones  de l a  t e s t o s t e r o n a  sérica durante  e l  

t ra tamiento  s i n  hembras. En ambos t ra tamientos  es pos i - -  

b l e  observar un comportamiento semejante, t a n t o  en l o s  n i  - 
ve le s  como en sus  f luc tuac iones .  

Los p e r f i l e s  graf icados  en l a  Figura No. 3 ,  representan - 

I 

I 

I 
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l o s  cua t ro  muestreos de 24 h r ea l i zados  a l  macho No. 4 7 .  

Se observa que en genera l  l o s  n i v e l e s  alcanzados en e l  - 
segundo muestre0 son supe r io re s  a l o s  d e l  primero, ambos 

dent ro  d e l  t r a t amien to  s i n  hembras. Contrariamente l o s  - 
dos ú l t imos  presentan una r e l a c i d n  inversa  a l a  a n t e r i o r -  

mente d e s c r i t a ,  e l l o s  corresponden a l o s  muestreos r e a l i -  

zados b a j o  e l  t ra tamiento  con hembras. 

En l o s  machos Nos. 4 3  y 4 7 ,  se es t ab lec i e ron  comparacio-- 

nes de medias dent ro  y e n t r e  t ra tamientos  (Cuadro No. 11) .  

E l  a n á l i s i s  e n t r e  t ra tamientos  sugiere  que e l  f a c t o r  de - 
i n f luenc ia  preponderante en e l  cambio de l a s  concen t r ac ig  

nes hormon,ales en e l  t r anscu r so  d e l  tiempo. 

Fodr€a s e r  i n t e r e s a n t e  comprobar, con una muestra y dise- 

ño adecuados, e l  e f e c t o  de l a  convivencia con hembras so- 

bre  l o s  n i v e l e s  de t e s t o s t e r o n a  c i r c u l a n t e ,  ya que ha s i -  

do d e s c r i t a  l a  i n f l u e n c i a  de l o s  machos en l o s  n i v e l e s  - -  
hormonales y comportamiento reproduct ivo de l a  hembras - 
CSignoret, +975; Oldham y Col. , 1979) .  

En e l  Cuadro No. 13, se pueden observar los r e s u l t a d o s  -- 
d e l  a n á l i s i s  de regres,ión s i n o i d a l  al cua l  se- sometieron 

l o s  d a t o s  experimentales de los carneros.  Uno de los as- 

pectos  más r e l evan te s  de - é s t o s  r e su l t ados  es e l  hecho de 

que s e  puede establecer un comportamiento per iódico  de - -  
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l a s  fluctuaci.ones de t e s tos t e rong .  Otra c a r a c t e x f s t i c a  - 
b p o r t t m t e  es que e s t a s  f luc tuac iones  s e  presentan con -- 
un perfodo DI que varfa de 3 a 12 dSas en las  observac ior  

En e l  cuadro No, 3 Q  se iueden observar los v g l o r e s  prome- 

d$o de 18s concentraclones de t e s t o s t e r o n a  s é r i c a  CngIml] 

en los a n b a l e s  m e s t r e s d o s  tres veces por semana @R), - 
as% como tamhien l a  a i l i c a c i o n  de la prueba de t de Stu--  

dent.  i 

En el. grupo ‘I.# 

t o  s i n  hewbras @sal y en la segunda a l  t ra ta iqiento con - 
bmliras CDH], hay una l igera  dislpinucidn de l o s  v a l o r e s  - 
promedtos de un t r a t amien to  c7.681 a otro .[1.35), en l o s  

da tos  de1,n)acho No. 42;  aunque l a  prueba de t de Student 

no es s i g n t f i c a t i v a ,  En c m b i o  en e l  macho No. 41 se ob- 

serva un incremento n o t o r i o  y s i g n i f i c a t i v o  en e l  valor 

segundo t r a t w l e n t o  tC2.8QL, Lo mismo se aprec i a  en l o s  - 
datos  d e l  macho No, 45; en donde l a  media rarzs s$gnif%’c& 

tayaqente de Q.42 a 1.32. 
+ 

\ 
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En e l  grupo TI, m q e t i d o  Lnicialwente a l  trataplLento DH y 
I en la segunda e tapa  a l  DsH; en el' machij No, 4 4  .bay un %r~- ! 
~ 

I 
i 

i 

cremento en l a  media por tratamiento Cde '1.2Q a 3.61'1, -- 
aunque e s t e  no e s  s ign l f ica t i 'vo ,  En el  macho No. 46, l a  

I 

i 

i 
medt'a de l  t ra tamiento  DsH c3.231 e s  s ign t f i ca t ivamen te  -su - 
p e r l o r  a l a  d e l  t r a t m j e n t o  DH cO.761. 

Se observa qua en cinco de los siete carneros  anal izados - 
Kay un a w e n t o  s i g n i f i c a t 2 v o  de l a s  concentraciones prople-i 

d t o  d e  t e s t o s t e r o n a ,  independientemente del t r a t amien to  - 
a l  cua l  Iiayan estado s w e t i d o s .  

que e l  t r anscu r so  d e l  tiempo s e r f a  e l  f a c t o r  que más in--  

Esto p e r m i t i r f a  i n f e r i r  
L 

i <  , f l u t r $ a  en'. e s t e  cambio hwplonal. Q2uadro No. 121 .  

Los r e su l t ados  obten2dos en - t r a b a j o s  cuyos desños pare- 

cen 2qSs s o f i s t t c a d o s  y que han s i d o  r ea l i zados  con grupos 

e x p e r b e n t a l e s  de tamaño semejante a e s t e ;  coinciden en - 
l a  conclus#dn de que l a s  hembras no inf luyen  en l o s  n ive-  

Es iqpoxtante  hacer n o t a r  que estadSsticamente se probd - 
un c&$ortivqiento de t i p o  s i n o i d a l  en los da tos  observa- 

dos, Esto implica qua, para  p o s t e r i o r e s  e x p e r b e n t o s  5e 

contarfa ,  con un modela mateqát8cs e s t a d l s t i d o ,  e l  cua l  - 
d a r f a  i n f o m a c i 6 n  estre o t r o s ,  sobre los s t g u i e n t e s  pun- 

t o s  : 
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t 

- -period$cidad con que se debe de top)ar l a  muestra 

. - Una adecuaci6n del 'modelo e s t a d f s t i c o  hecho en - 
este  es tudia .  

E Estudios en o t r a s  Qpocas de l  a40 y sus dl feren-v  

c i a s  respec to  a este modelo es tad€s t$co .  

Aprovechando l a  infomaci6n  que fia dado l a  a i l i c a c l d n  d e l  

qodelo e s t a d f s t i c o c  se g o d r t a  reafi-zar un muestre0 en las  

otras es t ac iones  d e l  afio en e l  que, a l  ser anal izado,  pez 

mitir€a confirmar s i  l a  per lodictdad d e l  m e s t r e o  es ade- 

cuada y a l a  vez e fec tua r  una adecuacibp d e l  modelo e s t a -  

dfs t$co ,  

. 
Esto suggeae que en e l  diseno de experimentos de este ti- 

i o t  $e husque que e l  perfodo de duracien experimental sea ' 

de una e s t ac ibn ,  

Toda est? inforqacibn redundarfa en ventajas s u s t a n c i a l e s  

ta les  c-0 un nenor costo,  (por e l  menor número de mes - -  

tras. a c o l e c t a r  y procesar1  y una mayor s e n s i b i l i d a d  esta 

I .  dfst$Ca, (por l a  reduccibn d e l  error es tandar  de 1- 

tras tomadasl. 

.. 
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Hembras : 

E l  perXodo de muestreo anal izado,  de l  21 de Marzo a l  20 de 

J u l i o ,  puede dividirse en 2 etapas.  En l a  primera e t apa , -  

que va desde e l  i n i c i o  d e l  muestreo hasta aproximadamente 

mediados de l  mes de Junio; no hay manifestacien de conduc- 

t a  an l a  mayorfa de l a s  hembras, En l a  segunda e t apa ,  que 

s e  c a r a c t e r i z a  por e l  i n i c i o  de l a  presentac ibn  de e s t a  - -  
conducta, su  m a n i f e s t a c i h  e s  en forma cac l i ca .  Los p e r t i  - 
l e s  hormonales de e s t a  ú l t ima e tapa  pueden ser agrupados - 
en i n t e r v a l o s  regulares  l imitados por l a  manifestación de 

ce los  observados. A s f  se  puede no ta r ,  que las hembras No. 

2 ,  3, 5 y 6 presentan su primer e s t r o  mani f ies to  aproxima- 

damente a mediados del  m e s  de Junio y de a h l  en ade lan te  - 
se mantienen en ac t iv idad  reproduct iva cons tan te ,  presen--  

tando conducta e s t r a l  cada 19,  1 7 . 5  y 18 días en promedio 

respectivamente.  

La hembra No. 1 i n i c i a  su ac t iv idad  sexual  aproximadamente 

t r e s  semanas despues, con un promedio de duracidn d e l  c i - -  

I ’_&_ L A  &.* de- W-.3 días: La--hembra Nó: 4: I n i c i e  p r e e o m % 2 ?  su”- .. . . . 

i actividad en r e l a c i ó n  a las  o t r a s  hembras, presentando su 

primer c e l o  el 4 de Mayo, con un i n t e r v a l o  promedio de - - 
I 

I ‘  
~ ~ -... ~ . 3T;3’dSds-;-- La hembra Mu.- 7 l l e g b  preñada y p r e s e n t a ‘ i n a c -  I 

t ivldad p o s t p a r t o  de 3 veses. Su primer e s t r o  se observd 

e l  26  de Sunio. 
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Con re spec to  a l a s  f luc tuqc iones  czcli 'cas de p4 se .obser- 

va que no se a l e j a n  notoriamente de l o s  n i v e l e s  descxJ tos  

em l a  l i teratura  CAmqar-KIrodja, F. y R. Bmdieitx, 1982; - 
Martfnez A. y Col. 19801, en l o s  casos en que se evjdencia  

l a  presenc ia  de un cue r i a  lüteo f inc iona l .  
I 

I 

La, primera e t a p a c  l a  analizarkmos tomando en consideracidn 

que l o s  p e r f g l e s  howonales  m e s t r d n ,  en todos l o s  casos, 

f luc tuac iones  ep isgdlcas  que se elevan por sobre l o s  n ive-  

las basa les .  Estas  s e  presentan,  durante  todo e s t e  p e r s o  

do, en forma cPcl ica  y constante  en las hembras Nos. 2 y 5 

P i g u r a  No. 71, en .las hembras Nos. 1 y 3 CFigura No. 61, 

l o s  c i c l o s . e s t a r s a n  loca l izados  a l  i n i c i o  y a l  f i n a l ,  con 

un perfodo i f i t emed io  que se wantiene en n i v e l e s  basales - 

1 

@enmes de 4 . 5  n g h l .  

se presen ta  una s o l a  f luc tuac idn  marcada que a lcanza  apro='. 

En l a  hembra No. 6 [Figura No. 81, 
\ 

xwadamente e l  v a l o r  de 3 ngíml s i t uada  inmedia tmente  an- 

t e s  d e l  in icPo d e l  período de ac t iv idad  sexual .  Las carac 

t e r J s t i c a s  de e s t a s  curvas (niveles  y ampii tudl  sugieran  - 
l a  p o s i b i l i d a d  de' un funcionawiento w á r i c o  re la t ivo ,  que 

por alguna razbn no alcanza a incorporarse  a l o s  mecanis- 

wos c l a s i c o s  que Pntegran un c i c l o  a c t i v o  sexualmente. 
_ <  9 - 

. 

Las f luc tuac iones  de  l o s  n i v e l e s  de P4 en e s t a  etap8, t ie-  

nen una ca rac tT í s t2ca  co@n en todas l a s  hembras; prev io  

B l a  presentacrbn d e l  p r i q e r  e s t r o  conductual hay un aulqen 

t o  jsmpwtante en las concentracfones de l a  hormona. 

t 

- 
E s t e  
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podrla ser e l  FiurqentO requerido para 1~ .sensib$.l$zacibn - 
nece$ari@ en l a  manifestaci6n de l a  conducta del. estro. - 
CLe.gan; y F . J .  .Karsck. 19792, 

En las  grgficas de l  muestre0 per ie s tra l  se observa un des. 

censo paulatino de l o s  n i v e l e s  de P4 desde e l  inicio d e l  - 
muestreO hasta e l  d í a ’ Q ,  en e l  cual e s t o s  l legan a ser l o s  

~ a l o r ~ ~  mas bajos Cmenores a 3 nglrnil- y se mantienen as€ - 
hasta e l  término d e l  vuestreo. 
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I - 
I 

C O N C L U S I O N E S  

Machos : 

c 

Los valores y tendencsas de  l o s  perf i les  de testoste - 
rona 'en  e l  muestre0 r u t i n a r i o  coinciden con l o  des-- 

c r i t o  en l a  l i t e r a tu ra . ,  

Ensinco :e los s i e t e  carneros  anal izados hay un au-- 

mento de l a s  concentraciones promedio de t e s t o s t e r o -  

na @íR); e s t e  se debe a l  t r anscu r so  d e l  tiempo. 

Los r e su l t ados  de los muestreos r u t i n a r i o  y de 24 h 

durante  los dos t r a t m i e n t d s ,  indican que l a  presen- 

c ia  de hembras no es un f a c t o r  determinante en l o s  - 
n i v e l e s  de t e s t o s t e r o n a  de l o s  machos. 

Se d e s a r r o l l d  un modelo matemático de t i p o  s i n o i d a l  

pgra l o s  da tos  obtenidos en los muestreos r u t i n a r i o  

y de 24 h, e l  cua l  muestra e l  comportamiento p e r i d d i  - 
co de las f luc tuac iones  de t e s tos t e rona .  

E l  modelo matematico de t i p o  s i n o i d a l  desa r ro l l ado ,  

per is i t i r t l  que los es tud ios  sucesivos cuenten con un 

diseño experimental basado en e l  comportamiento pe-- 
e 

r i b d i c o  d e s c r i t o  para l a  t e s t o s t e r o n a ,  l o  que redun- 

dará en menor cos to  (menor número de muestras a A - - - -  
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e x t r a e r  y procesa r1  y ma.yoly s e n s i b i l i d a d  e s t a d l s t i c a .  

- Debido a l  aulqento de las  concentraciones hormonales 

promedio, que se i n f i e r e  es causado por e l  t r anscu r -  

s o  d e l  tiempo, se recomienda: - Observar e l  comport- 

miento hormonal en las  cua t ro  e s t ac iones  d e l  aso. - -  
- Observar e l  comportamiento hormonal en l a  misma ez 
t a c i d n ,  en años sucesivos. 

- Este t r a b a j o  apor ta  un modelo matemático e s t a d h t i c o  

que s i r v e  para  e s t u d i a r  l a s  f luc tuac iones  hormonales 

en las d i s t i n t a s  es tac iones  d e l  año y en una misma - 
e s t a c i d n  en años d i f e r e n t e s .  

I 
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Hemhrqs : 
- En l a  mgyorh d e  l a  hmqbrás; dura,nte l a  pslmexa eta- 

pa d e l  muestre0 no hubo manifestación de conducta de 

celo.  

- Durante l a  etci.pa en que no hubo manifestación d e l  es 

t r o ,  los n i v e l e s  de progesterona en suero  c i r c u l a n t e  

muestran f luc tuac iones  ep isódicas ,  que se elevan por 

sobre l o s  n i v e l e s  basales. 

- 

- Hay funcionamiento ovár icq ,  durante  l a  época en que 

no hubo conducta man i f i e s t a  de es t ro .  

- Previo a l a  presentac ión  del primer e s t r o  conductual, 

hay un. aumento importante en l a  concentración de pro  

gesterona c i r c u l a n t e  en suero.  
- 

- La época reproductivamente. a c t i v a  se c a r a c t e r i z a  por  

l a  presentación de conducta de estro a i n t e r v a l o s  re - 
gulares .  

- En e l  mes de Mayo, e l  16.6% de las  hembras presentó  

estro, mientras  que en J u l i o  se manifest6 el IQ.U$ en 

celo. 
* 
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ANEXO 1.. DESCRtpCION DE REACTIVOS NECESARtOS PARI\ EL 
8 

DESARROLLO DEL RTA DE PRQGE$TERONA Y TESTOS 
I 

- 
TERONA 

I 

M A T E R I A L  

Reactivos: 

Eosfa to  de sodio  monobasico monohidratado Baker  No. c a t á -  

logo 3818, 

Fosfa to  de sodio  d ibás i co  Baker No, ca tá logo  3828. 

Cloruro de sodio  Baker No. ca tá logo  3624. 

Thiomersal ( m e r t h i o l a t e l  S$gma Chemical Company No, c a t á l o  - 
go T-5125, 

Gela t ina  Merck No, ca ta logo  ,4070. 

Carb6n ac t ivado  Sigma No, ca tá logo  C - 5 2 6 0 ,  

Dextran Sigma No, cat$lpgo D74753. 
I 

Sephadex LH 2Q-1QQ polvo Sigma Chemical Co. Lote No. - - -  
108-C-Ql37 . 
Progesterona es tándar  de Sigma ca tá logo  N o .  D-013. 

Progesterona I P ' 2 , 6 , 7 - t r i t i a d a  ac t iv idad  e s p e c í f i c a  - - - I ,  

87 CilmMol New England Nuclear. 

Antisuero an t i -proges te rona  de Radioassay System Laborato 

r ies  No. ca tá logo  1690.  

Antisuero a n t i - t e s t o s t e r o n a  de Radioassay System Laborato 

ries No. ca tá logo  172Q. 

Testosterona e s t anda r  de l a  'Organización Mundial de l a  'Sa 

- 

- 



~~ 
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Liquid f luor de New England Nuclear catálogo No, NEF-903 
B ~ O - S Q ~ V ,  BBS-3 de  Becman catglogo No.. 92634,  

Solucibn buffer pH 7 . 0  Beckman catalogo No. 35Q1, 
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ANEXO 2. DESCRTRCXON DEL MATERIAL NECESARTO PARA EL , 
’. * 

DESARROLLO DEL, R I A  DE PROGESTERONA. Y TESTOS 

TERONA. 

I - 

I Hielo seco 

bgua deionizada 

G r a d i l l a s  de a c r l l i c o  de 27 cm de l a r g o  x 33,7 cm de an-- 

cho y 5 cm de a l t o  con 96 agujeros  de 1.3 cn de diámetro 

Tinas de p l s s t i c o  de 33 c m  de l a r g o  por 21 cm de ancho y 

9 cm de a l t o  

Viales de v i d r i o  con ba jo  contenido de po ta s io  40 de Pack- 

. ard Instruments catálogo No. 60.01 009. 

Tapones de pol ipropi leno  con rosca  No. 22 con c u b i e r t a  de 

alum i n  i o . 
Tubos pa ra  cen t r l fuga  Pyrex fondo cdnico para  t r a h a j o  pe- 

I 
I 

I 

sado de 1 5  m l  catálogo No. 053-587 I ! Tubos de v i d r i o  de I 8  X 35Q mm 

T u b ~ s  de v i d r i o  d e  1 0  X 330 mm 

Tubos de, v i d r i o  d e  7.5 X IQO. 

Vortex Thermolync de Laboratory Equipment 720  S 

Baño de agua con termostato 

Contados de c e n t e l l e o  lzquido Packard TRICARB Mod. 2660 

I 

i 

, 
I 

~ 

i 
Centr í fuga r e f r i g e r a d a  Damon I E C  Divis ión IEC PR-6000 

I 
I 
I 

I 

Columna cromatográfica con depós i to  de 20 m l  de 34 cm de 

l a rgo  X 1.5 cm dc ancho 

PSpeta oxford con rango de 5.0 a 200 a 

I 

I 
I 

I I 



Pipeta oxford con rango d e  2QO 4 IQQO u1 
P i s t o l a  automatics no eMctr&ca iara dosifRcar '0.J y 0 . 2  

ml de Beckton Dickenson catálogo No, 23060422 

Dispensador r e p e t i t i v o  marca Hamilton PB-600.71 O 

Jeringa Hamilton I O I Q  TLL de 5 m l  catalogo 9-Q30~94Q. 

. -  

I 

1 

I 
I 
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1 

i 
I 

RREPAR,ACI.ON DE REACTIVOS PAM EL DESARROLLO 

DEL RTA DE PRoGESTER0NA.YTESTOSTERONA. 
. . . . .  .. ANEXO 3 ,  

I 

I 
1 I ,  

2.  Solución d e  c e n t e l l e o  l fqu ido  

3, SuciensiBn de carffbnydextrán 

4 ,  

Buffer de f o s f a t o s  PH 7;2; 0 , l  molar 

,-. 

, I '  I 

RepurificacS&n de progesterona I , 2 ; 6 , 7 v 3 ~  6 t e s tos ' t e  

rona I , . z , ~ J - ~ H  
- 

I <  

5,  Curva es tandar  de progesterona 

6. Curva es tandarde  t e s t o s t e r o n a  

7.  

. .  

Preparaci6n de con t ro l e s  de ca l idad  para  t e s t o s t e r o -  

na. y proges te rww 
I 

8.  Ti. tulaci6n d e l  a n t i s u e r o  gnt i -progesterona 

9, Ti tu l ac l6n  de l  finticuero a n t i - t e s t o s t e r o n a  

3 - Buffer  de f o s f a t o s  pH. 7. '2,  0.3 molar 

Q,Q3.95 Mol. de f o s f a t o  de s o d i o  monobásico monohi- 
0 j 

dra tado  I 

'Q.0.81 

Q,88% c l Q r u r o  de sodio 

Q ,.QJ % azida de sodio 

Mol, de f o s f a t o  de s o d i o  d ibás i co  anhidro 

agua deionizada c.b.p.  l lt ,  

Solucidn de c e n t e l l e o  l rqu ido  B. 

*' Liquid  f l u o r  4 2  ml 
Etanol 2J ml 



a3.  

Tolueno c.'b,p,. +It 

3. Suspensidn de carh8n-dextrán 

Carbón ac t ivado  0,625 g 

Dextrán Q.0625 g 

Buffer de f o s f a t o s  

pH 7.2, 0.1 Molar 3 Q Q  m l  

3 RepurificaciBn de progesterona ' I  , 2 , ' 6 , 7 - H  

Antes de u s a r  é s t e  r e a c t i v o  en e l  radioinmunoanálisis,  ' 

l a  h-ormona marcada se p u r i f i c ó  en columna cromatográ- 

* , I  

. 4 ,  

f i ca ,  

Para preparar  e l  sopor te  0 cama de l a  columna croma 

tpg rg f i ca ,  se pesaron 7 g de Sephadex LH-20 y se agre 

. garon 1 Q Q  m l  de tolueno: metano1 en proporci6n de - - 
85:15 quedando e n c o n t a c t o  con e s t a  mezcla durante  - -  

- 
- 

I 

I 

24 h r a  temperatura ambiente para  p e r m i t i r  que se k i n  

the. e l  Sephadex LHrZQ. Después de 6 s t e  tiempo e l  - 
- 

\ 

- 

Sephadex LH-2Q se t r a n s f i r i ó  completamente a l a  colum 

na CromatpgrSfrca, dejando que se empacara con l a  i i a  
- 
- - 

1 

1 
I 

v e  cer rada  po r  un mfnimo de 1 hr,'  y después abriendo 

l a  l l a v e  de s a l i d a  h a s t a  que e l  sistema to1ueno:meta- 

no1 l l e g b  a l a ,  superf. icie de l a  cava y cerrando en- 

! 

I 



35f iCi  de progesteronfl  6 t e s t w t e r o n a  1.3 $,6,!.-H3 se - 
concentr,o en l a  &nta de. 3 tubo cIln.icO can ca]ugci 

dad para, 15 m l ,  evaiorando e l  solvente  en bafio de - 9  

agua a 3 7 ° C  y con c o r r i e n t e  de n i t rageno i a r a  asegu- 

r a r  que l a  progesterona t r i t i a d a  quede concentrada 

- 
!' 

en l a  punta de tubo: s e  lavaron las  paredes i n t e r n a s  

d e l  tubo con 8 g o t a s  d e l  s is tema de e luc ión  tolueno: 

metano1 evaiorando e l  so lvente  con c o r r i e n t e  de n i - -  

trggeno en baño de agua a 37OC. Este proceso se re- 

pTti6 2 veces mas, ', 

elu.cSón y se agregQ a l  tubo con l o s  35 C i  de - -  
ñormona t r í t i a d a  des6ues de a g i t a r  durante 1 min ma- 

nualmente pa ra  d i s o l v e r  l a  hormona contenida en l a  - 
punta d e l  tubo se t r a n s f i r i ó  con p ipe ta  Pasteur  a l a  

s u p e r f i c i e  de l a  columna cromatográfica.  Se lavó 4 

veces más e l  tubo con l a  misma a l l c u o t a  d e l  s is tema 

de e luc idn  para  asegurar  su completa t r a n s f e r e n c i a  a 

l a  columna y se co lec ta ron  a l f c u o t a s  de l a  e luc ión  - 
de l a  columna de aproximadamente 1 m l ,  en tubos cbni  

COS de. 3.5 ml [el sistema de e luc i6n  fue  tQ1uena:n)eta 

! 

, 

- 
- 

I 
Qd.1 ? 8 5 til s]:, 

Par@ T se colectarcm 25 f r acc iones ,  mient ras  que pa- 

xa ~4 se colec ta ron  s ó l o  20 f racc iones .  
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kden t i f i c6 ,  

en e l  eseectdmetro de c e n t e l l e o  l fquido  Mod, 2660' de 

Packard, con una e f i c i e n c i a  de conteo de 5 4 . 4 3 %  ba jo  

La detecc lbn  de rad ioac t iv idad  se h izo  

85 .  

de' Ya+: con &eta OxgQ??d intercambiable  crango 1 Q  . 

I n u e s t r a s  condiciones de conteo, Aquéllas f r acc iones  

que presentaron mayor rad ioac t iv idad  se pasaron a un 

v l a i  de v i d r i o  con ca iac idad  de 20 ml con l a  s igu ien  - 
t e  infofnaci6n:  ac t iv idad  e s p e c l f i c a  de l a  hormona, 

. fe-cha de pur l f icac iBn,  rad ioac t iv idad  t o t a l  conteni-  

La hormona marcada a s €  pu r i f i cada  (progesterona da.  I 
I 

6 t e s t o s t e r o n a  t r i t i a d a ) ,  s e  almacenó a 4OC por un - 
I 

perlodo nihimo de 3 meses desde su pu r i f i cac i6n .  

'5. Curva es tandar  de progesterona. 

Los es t snda res  para  P4, fueron preparados a p a r t i r  - 
de P4 r e c r i s t a l i z a d a  de Sigma No. D 

Se pesaron 3 .I43 ng de e s t a  hormona en una balanza - 
Cíihn e l é c t r i c a .  

13, Solución 1: 

I 
f Esta  cant idad se puso en un matraz I 

( 

I 

1 

1 vglumétrico de  10Q n l  agregando metano1 absoluto gra  

do espec t rdnico  Baker hasta l a  marca dando una solu-  

- 
I 

c iBn  de 11.41 lig/rnl, - 
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SOlud-dn I T e .  De I8 solucidn 

t n m s f i r i e n d o  es te  rollimen a o t r o  matraz voiumétrico 

se tomaron 0 . 3  $41, - -  

de 3 Q Q  p l l  aforando h a s t a  f a  marca con metandl,  , r e s u i  - 
. t w d Q  una concentractan de I 1  - 4 3  nglml. 

” , 
De l a  Solución TT se tomwon. 3.32 ml, pasando este  - 
lYolfimen a un f r a s c ~  de Yid r io  c m  capacidad para  20 

al, poni’endo el f r a s c o  en baño de agua a 37OC con co  

r k i e n t a  de n i t rógeno para evaporar e l  so lvente  h a s t a  

sequedad, agregando después a e s t e  v i a l  20 m l  de bu- 

f f e r  de f o s f a t o s  pH 7:Z; agitando e l  f r a s c o  en vor--  

tex durante  J mlnutp, se paso e l  v i a l  a un baño de - 
agua a 37°C durante  20 min agi tando después de es te  

t$empo e l  v i a l  durante  min y quedando a temperatu- 

ra an lbknte  durante’35: min. Todo e s t o  con e l  f i n  de 

asegurarnos que toda l a  hormona e s t snda r ,  se despren 

d i e r a  de las paredes i n t e r n a s  d e l  v i a l  y l o g r a r  una 

La sqlucibn r e s u l t a n t e  con una 

c o n c e n t k i b n  de 376.8 6gLo.S m i ,  permit id  la prepa- 

r ac i án  de los 5 es tándares  r e s t a n t e s  reduciendo su - 
.concentration, prpgresivamente a l a  mitad h a s t a  l i e -  

. .  
I \  

- 

’ \  

\ 

- 

. so luc l6n  hompgenea, 

I ‘  \ 

, gqr  Q 11.77 . p g l O ,  5 mi 

SQluci6n e s t m d a r  ..C1]. 376.8 pg/O.S mi 

Solución estgndal: .C2]. 188 .4  pgl0.s n i l  sol CIr+srni de 

Soluci6n estzlndar (3) 

SQ’Lc1 l.+7 .. 5 mi de b u f f e r  

- buffer  

94.2  pg(O.5 mi; 2 . 5  mi - - - -  



La. curva fue preparada I .  is p a r t i r  de t e s t o s t e r o n a  es- -  

tgndar  de l a  Organizaciijn Mundial de l a  Salud Lote - -  
3 . 7 . m J  .ccm concentracZ6n de í Q  ngCml. De esta solución 

se tom6 un volfinen de 1 .47  mi, t r a n s f i r i é n d Q l e  a un - 
frasco de v i d r i o  de 20 ml y ahZ se agregaran 18.53  m l  

/ 

de b u f f e r  de f o s f a t o s  FH 7 . 2 ,  0.1 Molar, E l  f r a s c o  - 
se a g i t e  durante. un minuto en vortex,  pemaneciendo a 

temperatura amhiente durante  2 0  minutos para  l a  e s t a -  

h i l b a c i 8 n . d e  l a  solucibn;  ? par t i r  de es ta  so luc idn  



S01(>1+7.5 m l  de b u f f e r ,  

Sol[-I)+9.,38 m l  de b u f f e r .  

Solución es tandar  (-1. 1 3 . 5 2  pgl0.5 ml:0.31 m l  - 7 -  

Sol.C1]-+9 ..69 ml de Buffer .  

i 

Este.  g r u i o  de es tandares  fue  almacenado a 4°C duran- 

. t e  un mes como máximo. 

, 
n i l ,  agregando 5 0  nglrnl de suero  de carbón lavado, que 

dando en contac to  c9n e l  carbón durante  siete d í a s  a 



t a r  l a  adsorcidn de los e s t e r o i d e s  p o r . e l  carbón, 

Después de es te  perfodoj  e l  suero se f i l t r ó  en un ki 

t a s a t o  conectado a un s is tema de vac lo  Buchner con - 
papel  f i l t r o .  El suero  f i l t r a d o ,  fue centr i fugado a 

- 

$ 

3000 rpm durante  60 min por 2 veces ;ara e l iminar  e l  

carbón presente ;  es te  suero  se almacenó a' - 4 O C  du-- 

r a n t e  1 2  h para  sedimentar e l  carbón que pudiera  ha- 

h e r  quedado e n ' e l  suero.  

r 

I Se tomaron 3 matraces volumétricos de 250 m l  marca-- 

dos cada uno de e l l o s  con 6 n g h l ,  3nglml y Q.SngLml 

agregando so luc ión  de P4 en metanol Sigma No. D-013 

con concentración de 3 1 . 4 1  ug/ml [.Sol. A] e Para e l  

matraz de 6 ng/ml se agregaron 0.031 m l  de l a  s o l u -  

c ión  A; para e l  de 3 nglml 0.015 m l  de l a  Solución - 
(A) y 2 . 6 2  m l  de l a  so luc ión  de 1 1 . 4 1  ngLml pa ra  e l  

matraz marcado con 0.5 nglml. E l  metanol fue  evapo 

rad0 con c o r r i e n t e  de n i t rógeno en baño de agua a - 
3 7 O C  h a s t a  sequedad agregando después a cada uno de 

e s t o s  matraces un volúmen de 60 m l  de suero  l i b r e  de 

e s t e r o i d e s .  

Cada matraz se a g i t ó  en vor tex  durante  un minuto re- I 

I 

posando primero una hora a temperatura ambiente y - -  
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uicorporar uniforvemente l a  brmona es tandar  . .  81 sue- 

Los c o n t r o l e s  de calPdad de concentraci6n d e ' 6  n g h 2  

Cal tos) ,  3 n g h l  Ciiledios) y r  0.5 n g h i  Csajos)., se - 
a l i cuo ta ron  en f r a s c o s  de pl t l s t ico  con ca iac idad  de 

5 m l  en volúmenes d e ' l  ml en cada uno de e l lo s ,  s i e n  - 
do almacenados a - 4 O C  Fmsta elmomento de su uso. - 

. Las va r i ac iones  que presentaran las concentraciones de 

é s t o s  con t ro l e s  aparecen en l a s  Figuras Nos. S O ,  31  

y 1 2 .  

8 .  Preparacion de con t ro l e s  de ca l idad  de T. 

Cinco carneros  d e l  ha to  experimental  fueron sangra- - 
dos por punción en yugular,  obteniendo un volúmen de 

100  m l  de  sangre de cada uno de l o s  animales. Esta 

sangre se sometid a l  proceso ya d e s c r i t o  pa ra  c o n t r g  

les de P4 , ' has t a  obtener  e l  suero l i b r e  de e s t e r o i - -  

des .  

Para l a  p r e p a r a c i h  de con t ro l e s  de ca l idad  para  T - 
de concentración de 6 ng/ml ( @ t o s ] ,  3 n g h l  (medios) 

y 0 . 5  ng/ml (bajos) se procedi6 en l a  forma ya des-- 

c r i t a  para  l a  preparacidn de con t ro l e s  de calidad de 

P4, agregando T es tándar  en metanol. Su almacena--- 



. .  . 
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controles de progesterona, Las fluctuact9nes qus se 

observaron en las concentraciones de e s t e ,  grupo de - 
cclntroles aparecen en las fgguras 13 , ’14  y J S ,  

I 

9, TitulaciBn del antisuero anti-progesterona, . I . El antisuerO antiTprogesterona, fue obtenido en cOhe 

j o s  con el conjugado JJw.6Fhidroxiprogesterona comer- 
- 
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Sulfato de pregnenolona Q.01 

Progesterona ' 300 
17- 6 -.üidroxiprogesterona 0.18 

! 

17 -€iidroxipregnenolona 0.01 

20- 4 -bihidroprogesterona 6.5 1 
D.e s ox icor t i cos ter ona 
1 1  -desoxicortisol 0.01 
Cortisol a.01  
Corticosterona 0,OJ 
Aldosterona 0.01 

1 .5  



A i  a n t i s u e r o  dglutdo. 3.;IQ en. hu€fer de f o s g a t o s  pH - 

. las so1ucione.s de 1:50QQ, 3:600O, 3:7000, 3 : 8 0 0 Q  y - 
, 3 ;9000. Los datos  obtenidos Por RZA que aparecen en 

e l  cuadro No. 35,$nd$caron que l a  d i luc fbn  JSSS conve 

niente a usar fue J ;YOoQ dado que en general  se Secomies 
.. - - 

< da una d i luc idn  d e l  an t i sue ro  que presente  una unión 

mftxima (Bo] e n t r e  25-50% pues una uni6n qenor .de  25%, 

produce un a n á l i s i s  impreciso; mientras  que uniones 

mayores de 50% dan a n á l i s i s  poco sens ib l e s .  Para l a  
i 

se l ecc idn  de l a  d i l u c i ó n  d e l  a n t i s u e t o ,  además d e l  - 
porcenta je  de unidn maxima se usaron o t r o s  p a r h e - - -  

tres implicados en l a  va l idac ión  de l a  curva d o s i s -  

,respuesta l i n e a r i z a d a  como se ve en e l  cuadro No. 

l a  d i l u c i ó n  1;7Qo.O.Q da una r e c t a  cgn pendiente  de - - 
2.37, 10 cua l  indicb que l a  hormona marcada-no marca 

da pose.e 13 misma a f ln idad  de unión a l  an t icuerpo  y 

que e l  s is tema se encontraba en e q u i l i b r i o .  CRodbard, 

y Col., I 1969: Sodbard, 1 9 7 4 ) .  Pigura.No. 36.  

, 

- 

E l  a n t i s u e r o  fue almacenada a una d i l u c i b n  1:700Q en 

g l l c u o t a s  de 1 m l  en f r a s c o s  de v i d r i o  con capacidad 

pa ra  20 ni1 a-80°C en xhevcO u l t r a  low, Para cada R I A  

se ton6 una a l í c u o t a  d e l  f int isuero,  a l a  cua l  se l e  

agregaron 9 ml d e  bu f fe r  de f o s f a t o s  pH 7.2  píira ob- 

tener una d i l u c i ó n  f i n a l  de 1:7000. 

'\ 

i 



-- 
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. E l  snt i suero  antbtes tos terona  se obtuvo- en cone)g$ 

p o r  Tnoculacibn del conjugado testosteronq-1 S-cgrbo 

x lmet i le t i le ter-3SA,  Se adquirib en lss la,borato-- 
- 
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, No .: 1 6 
, 

DATOS DE LA CARACTERTZACXON DEL AhlTISUERO . .  
ANT 2: TESTOSTERQNA 

I 

. .  
' Esleroi'&es : 'b' 'de' 'Reacci6n 'Cruzada 

T e s t  o s  t erona 300.00 
194íidrox$testosterona 28.OQ 
Sr(-D%hjdrotestosterona 7.00 

. 319-Hld~oxltestosterona 'Q.OQ 

. I 3 O-Eli'droxiandr os t endiona O . O Q  
0 . 9 0  Andr os t end i ona, 
O R Q O  ZrZ-AndrostanC3, 3 7-diona 

ZQ~Androstan~'3, 17-di'ona Q,OO 
S~-Dih$drotestosterona Q.63 

' .  3 3 -ox$testosterona 2.00 

I rndosterona Q.QQ I 
EpiandrQsterona! 0 . 2 0  
5 -Androstanr3$, Y 7p-dioi 0 . 0 0  

I 

5- rAndrostan-3&, 37P -d io l  2 . 2 0  
S+Androstanr3), 176 Fdi'oí. Q.71 
Dehidroep iandros t erona Q.00 

0 .95  6 P p h$dr ox it e s t QS t e rona 
. 37PvEstr9diol ' 0 - 2 6  

Olucorticoides Q R  O 3  
8 - Estregenos 0.03 
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A 1  antis,uexo d i l u f d o  1 ;2QOQ en. huffer. de fosfatos pH 

onteniendo Q,J%. de, ge ia t zda?  .le fue agregadO bu 

, £Per para obtener  una concentracldn de. I;Loooa, par- 

tiendo de e s t a  so lucMn i a r a  preparar  d i luc iones  - - 
. 3 . : 2 5 Q O O ,  3 :3QQQQ, 1 :3SOOO, 1 :40QQO, 1 ;4500Q, 1 ; ! m o o ,  

- 
\ 

I r  

.. ~. 
I I I 

. .  
. I : ~ ~ S Q Q O  y 1 iáaoaa ,  

LOS YalOres que aparecen en e l  cuadro. y f jgura No, - 
. J7$ como re su l t ado  d e l  RTA, ind ican  que l a  d i l u c i ó n  - 

I +. I ’  

1 \ ’  

m85 apropiada b‘ajo n u e s t r a s  condiciones de t r a b a j o  es 

de I;4SOQQ.. Los p a r h e t r o s  que se u t i l i z a r o n  para  de 

crdir l a  d i l u c i d n  mas adecuada d e l  gn t i sue ro  fueron - 

t 

1 i - 
Pi 

I 10s mismos que para la. tAtuiaci6n d e l  an t i sueso  a n t i -  
\ 

grogesterona @ e n d i a t e  p e r f i l  de p rec i s ion  y 1 de - -  
‘ unMn mbi.qa del  a n t i s u e r o  en l a  curva dos is r respues-  

t i i 1 . O .  

1 

I 

r- 



T I T U L A C I O H  DEL A N T  I S U E R O  A H T I T E S T O S T E R O N A  CATALCGO 

1720 R A O I O A S S A Y  SYSTEMS L A 3 0 8 A T O R I E S .  
* .  

DILUCIüf4 X W I U M  NO¡ % M I G N  
ML ESPECIFICA M A X I M  

M I S U E R O  (%UNE) ( $60 1 

1:30 O00 76.28 1.21 1 

1:50 O00 62.17 

1:60 O00 I 1.21 I 52.30 

I 
PENDIENTE 50% RELACION DOSIS TES- PEWF!L-CE 1 

INTERCEPTO RESPUESTA TOSTERONA ?RECIS I9h i 
ERROR ESTAKDAR I 
(ME) pg/0.5 ml I 

i 
-2.39 50.75 3.66 5.76 37.43 i 

11.52 - 
184.32 4.46 
368.64 3.98 f 

1 
i 

-2.20 40.53 3.66 5.76 23.64 I 
11.52 16.63 ¡ 

4.74 184.32 
368.64 4.81 

' 

19.19 ' I . -2.23 34.46 3.16 5.76 32.93 
11.52 
184.32 ' 5.57 
368.64 

5.40 I 

7 * 2 9  I 

3::; 

-2.11 28.15 4.77 5.76 35.41 ' 
11.52 
184.32 7.85 I 
368.64 

2i.86 

I 

5.76 28.23 
'11.52 15.32' i 
184.32 
368.64 

-2.35 46.98 3 .O1 2.88 NO 1 

I *  
-2.41 46.41 2.93 2.83 NO 

5.76 28.31 
11.52 15.15 
184.32 3.52 
368.64 3.17 

-2.25 38.11 3.17 2.83 55.12 
. 5.76 29.93 

11.52 17.16 I 
184.32 

. . .  3m.w . .  . . . . . . . . .  . .  -- 
* Dilución Seleccionada 1:45 O00 

! 

. .- . q',  . 
4 . '  . . 

'1 

I . .  
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8 .  

i \ * PREVKQ AL RIA,  
i 
I 

1 EXTRACC €ON : 

Para l a  ex t r acc iQn  de i rpges t e rona  y t e s t o s t e r o n a  d e l  sue-  

20, se us6 e t e r  e t r l i c o  q u e g m i t j 0  l a  ex t racc ibn  de é s t a s  

hormonas con un % de recuperacidn elevado C80-90%). El -- 
proceso a que se sometgeron las  muestras de mew, para ex 

traer progesterona y t e s too te rona  es como sigue:  

En tuhos de v i d r i o  de 1 8  X 150 mm s e  agregaron 0 . 2  m l  de - 
s u e m  y Q.3 m l  de b u f f e r  de Eosfatos pH7.2, mezclándose en 

y o r t e x  durante  3Q segundas y quedando a temperatura ambien - 

I 

L 

I 

I 

i 
I 

te: i o r  2Q minutos para l o g r a r  su e q u i l i b r i o ,  Despues de - 
este  tlempo cada uno de  l o s  tuhos r e c i b i á  un volumen de -- 
5 q l  de e t e r  e t f l j c o . .  Cada tubo se ag i t6  en vor tex  duran- 

t e& minuto para  e x t r a e r  l a  hormona del suero problema, - -  
des iuds  de ag i t adas  permanecieron a temperatura ambiente - 
durante.' 3 5  min i a r a  sepa ra r  l a s  dos f a s e s :  i n f e r i o r  [.suero> 

de t u b s  fue-sometido a un bato de h i e l o  saco-acetona - 
, para congelar  rgpidamente l a  f a s e  i n f e r i o r ;  el l fqu ido  so- 

brenadante s e  decant6 en tubos de v i d r i o  de 1 Q  X 130 pun - -  

, 
\ ¡ 

con l a  i d e n t i f i c a c i d n  correspondiente  a l  tubo de donde pro  - 
1 .  

I renPan, E l  so lvente  se evapora en bafio de agua, a 3 7 O C  den_ 
1 trQ de, una campana con e x t r a c t o r ,  

* .  
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2 ~ g l  de fiuffer d e  fosffa$o$ iK'.7;2; 0.1 molar pggtavdo can 

tura mii ienta para lograr su equzltb'rio y solubilizar 

hQmona en e l  Eiuffer.. 

l a  

6 

Despues de este tiempoi SE tomaron 2 alrcuotas de O.*S 
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RIA DE TE$TOSTERQNC\ : . . y ,BROGSTERON& EN sumo 
DE CryEJAS CRTQLLAS. 

. ESSECIPXCDAD, .. 
Lg forqa aara evaluar  espec i f icgdad  de un análisis e s  a 7 

kray$s de 3 p r o c e d d i e n t o s  

4 pruebas de reacclbn cruzads. 

1 i 

l 

* d . Curva de iaralelismQ 

‘ n  pruebas c u a l i t a t h w s  

. P para probar reacc idn  cruzada d e l  a n t i s u e r o ,  se -. 

m m  cQnpuestos quiwgcamente $ h i l a r e s  a l a  hor -  

mona cantr5i. la ;  cuql se produdo e l  gn t i sue ro .  -- 
I Los da tos  que aparecen en los cuadros No. 14  y - 

No,,’ 3’6 corresponden a lurs resulta&oc Obtenidos - 
.. para. irobar re-accibn cruzada por l o s  l a b o r a t o - - -  

r l o s  de Radiosssay System, donde se  adquirió e l  

\ 
. 

a n t i s u e r o  a n t i t e s t o s t e r o n a  y ant i -proges te rona .  

- P . La curva de paraielisno para pr&a*r la s i m i l i t u d  

. e n t r e  e l  comportamientQ de Ea 

l a  hormona contenida en e l  suero 

rregos d e l  bia.to experimental  se. h e n  suero. 

Para probar para le i i smo en suero de ovejas fue-- 

ron sangradas d e  l a  yugular 2 hembras durante  l a  

. I  



? 
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. .  . .  
I 

egt obtengado.  un volrimen apxoxj.nado de 
1 
I . 20 m3. de sangre; se$ar&ndg e l  suero. en: condlicio- 

1 

Pes' I g u a l e s  a las w e i s  as irohiema, ~e este sue 

' $ 0 ,  s e  tomaron alXcucitas de 0,U5 nil, Q.3 ml, 0.2- 

-TU; 'Q.4 ml r'a.8 'p9Z colocrindo cada una de éstas - 
. alrcwtas  en tubos da v i d r i o  de 18 X 150 nun. A - 

cgda uno de és tw  tubos se l e  a g r e g d b u f f e r  de - -  
. Posgatos iH7,2 iQ,I  - .$air& completar un yoJCiR2en de - 
"ü-5  al 6 bien ,  cuandq el, Y o l a e n  da suero  f u e  ma-  

.p.rr de Q',5 ml f u e  agregado. b u f f e r  su fgc ien te  para  

cwiletaT un nil, Cada tubo se. a g i t ú  p ~ r  30 segiln 

dos. y &lcmgneciO a t a p e r a t u r a i  m h i e n t e  durante  - 
DesRu6s, en - 

.I ellos tubos que temían un volfinen de 0.5 11, - 
se agreg.6 ' I qpl de éter e t J l i c o  y en los que t e  

n3.m UD volfban de  un ml, 1 0  101 de &te solvente .  

Cada tuho se a g i t ó  en  vortex? durante; un minuto - 
-par& 18 extrgcciCln de l a  hormona, luego se deja-- 

m n  g temieratura, amh$ente durante  20. min, para  - 
l a  s e i a r a c i d n  de i a s  fases. Despué:~ de éste pe-- 

75odo, los tuhos fueron  s q e t i d o s  a un baAo de 0 -  

- 

. ZQ i s b u t o s  Para su es tabf i l izac ión .  

- 
I .  

. 

--W-elo seco-scetona, para  congelar l a  fase acuosa. 

rS$ idwen te ;  el so. lvate de cad uno de é s t o s  t u -  

.-bas fue  decantado en tubos de v i d r i o  de 3 0  X 330. 

. El, grupo de tubos cpn so lvente  y la hormona se co 

locaron en híSio de agua.@ 3 7 O  C den t rQ  de una campana 
- 

I ,  

."I 4 
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cgn extractw hasta evaii)orar coq j l e t anen te  el. sol - 
I 

cgn extractw hasta eva io ra r  coq j l e t anen te  el. sol - 
I vente, A l  extracto s e c ~  de la hQTP)QrQ, se agrega 1 -  

t -  

ron  2 m l  de ñ u f f e r  de f o s f a t o s  pH'7.2, ' Q . l  molar 

con p i p e t o r  Oxford Tango 0.3 a 5. m l  con depos i to  

Cada tubo se agt t6  en vo r t ex  durante  un minuto - 
iara ,desprender l a  Cimmona estrafdg.  de las  pare-  t 

1 

des  i n t e r n a s  d e l  tubo, despuas quedaron a tempe- 

r a t u r a  ambI'ente durante  20 mlnutos para  l o g r a r  e l  I 
... 

e.qu$liíjrio de l a  solucidn contenida en cada tubo. 

Al tdrmlno de este perlodq, se tom6 una a l f c u o t a  

, de ' Q , S  y se transleiria 8 tubos de v i d r i o  de - - -  
.7,5 X, 1 Q Q  mi i a r a  ser procesados por R I A ,  Cada 

lr'smo e n t r e  la, curva astándar .  y volúmenes d i f e r e n  - 
te$ d e l  suero  de ovejas  durante  l a  fas'e l ú t e a .  - 
Este para le l i smo de 1 I p 3 e S m O  . una combingcibn ú n i -  

\ 

ca d e l  a n t i s u e r 0  y el ant ígeno Finura No. 18.  
I 

- _  _ _ -  Y 

Para d e s a r r o l l q y  l a  curva de para le l i snw en el - 
suero  de IsachQs, Se sangraron 2 .borregos d e l  gru 

I .  - 
go expe r iqen ta l  al . f$nal  del período de m e s t r e o ,  

obteniendo un voZCimen aproximado de 20 n i l ,  de san - 

..  
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g r e  de l a  yugular . .  con j e r i n g a s  estarlle's, en tu-- 

60s vacu ta ine r ,  E l  proceso para l a  separacidn - -  
del  suero y para  a l s c u o t a r  e l  sueto, se s igui6  en 

, 1' 

I l a  foma ya descrita para l a  curva de p a r a l e l i s l o  

en Gembras. 

Los r e s u l t a d o s  del'  RIA SndEcan & w a l e l i m o  para  

e l  = e m  de: machos @Tgura.' js l .  

Las pruesas c u s l 2 t a t i v 6 s c  reproduciendo previa- -  

mente r e s i u e s t a s  6,lolGgicas I n  Y ~ V O  con substan-  

cias  que awqentaran 6 djmjnuyeran  concentracidn 

de. l a  hormona a n ) e d i r  no fueron d e s a r r o l l a d a s  pa - 
xa este anal$s$s.  CReimers y Cols'., 1981; Nis-v 

wendex y N e t t  ).' 1977 ; MZdgley. Jr. y Cols. 19691. 

1' - 

I 

I 

i' 
- j 

1 
I 
j '  

'\ * 
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