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COMPARACION DEL USO DE RIA Y ELISA EN LA DETERMINACION
DE PROGESTERONA EN CABRAS DURANTE EL CICLO ESTRUAL

Comparison of using RIA and ELISA to determine progesterone in goats
during the estrous cycle

RESUMEN

En este trabajo se comparan los resultados del uso del analisis
inmunoenzimatico ELISA con el método tradicional de andlisis
inmunorradiactivo (RIA) para la determinacion de progesterona
en el suero sanguineo de cabras triple mestizas del estado
Lara, Venezuela. En ELISA se utiliza progesterona marcada
con peroxidasa de rabano y un anticuerpo obtenido en congjos
contra un inmunégeno de 11a-hemisuccinato de progesterona
en albimina sérica bovina. El coeficiente de correlacién (r=
0.97), la especificidad, precisién y sensibilidad de ELISA
indican que el método es efectivo en la evaluacion del cuerpo
luteo de la cabra y requiere tres horas solamente en su
proceso.
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ABSTRACT

In this study results of using an enzyme-immunoassay ELISA
and a traditional method of Radicimmunoassay (RIA) to
measure serum progesterona in crossbred goats are
compared. The study was conducted in the Lara state of
Venezuela. In the ELISA method was used horseradish
peroxidase labelling the progesterone and an antiserum raised
in rabbits against progesterone 11a-hemisuccinyl-bovine
serum albumin (BSA) immunogen. Correlation coefficient
(r= 0.97), specificity, precision and sensibility of the ELISA
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indicated that this method is effective in evaluating the corpus
luteum of the goat and the complete process needs only three
hours.
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INTRODUCCION

El radioinmunoandlisis (RIA) [2] ha sido la técnica analiti-
ca predominante usada en endocrinologia durante los dltimos
treinta afios. Sin embargo, desde la introduccion del analisis
inmunoenzimético ELISA, desarrollado por Engvall y Periman
[5], se ha ofrecido una alternativa al RIA para la deteccion de
anticuerpos y antigenos en fluidos corporales.

La mayoria de los analisis inmunoenzimaticos para este-
roides usan métodos de separacion entre el conjugado y la
fraccién libre, que consumen considerable tiempo y reactivos,
debido al requerimiento de varios pasos del lavado y centrifu-
gacién. Por estos problemas y los asociados con el manejo de
material radioactivo, en el Laboratorio de Reproduccién de la
Universidad de California, Davis, Estados Unidos de Nortea-
mérica, se desarrollé un sistema de ELISA para progesterona
que reemplaza eficientemente al RIA [11].

El propésito del presente trabajo fue determinar la con-
centracién de progesterona sérica durante el ciclo estrual de
cabras mestizas de las zonas aridas de Venezuela, comparan-
do el RIA y el ELISA mencionados.
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MATERIALES Y METODOS

Para este estudio se utilizaron 10 cabras triple mestizas
(50% Alpina, 25% Nubian y 25% Criolla) que formaren parte
de un estudio endocrinoldgico previamente reportado [9]. Las
cabras fueron mantenidas en explotaciéon semiextensiva en la
Estacién Experimental Lara del Fondo Nacional de Investiga-
ciones Agropecuarias (FONAIAP) situada en El Cuji, estado
Lara, en el Hemisferio Norte a 69° 19’ de longitud, a 10° 10’ de
latitud y altura de 600 m.s.n.m. La zona se caracteriza por pre-
sentar al menos dos periodos de lluvias anualmente con preci-
pitacion de 600 mm. Las cabras cuyas edad oscila entre 3 y 4
afos, se encontraban en el periodo final de lactacién, habien-
do tenido al menos dos partos y mostraban un peso promedio
de 34 Kgs. En la zona mencionada, las hembras entran en es-
tro cuando se presenta el periodo de lluvias. La deteccion del
celo se realizé utilizando un macho vasectomizado, dos veces
por dia (mafana y tarde) durante 1 hora y se verificé por el in-
cremento en los niveles de 17B-estradiol, medido mediante el
método previamente descrito por Shille y col. [13], desde 15
pg/ml hasta 25-30 pg/ml de suero sanguineo. Se tomé una
muestra de sangre (3ml) diariamente entre 8 y 9 a.m., a partir
de la observacion de celo hasta la aparicion del siguiente celo.
El suero sanguineo fue almacenado a -20°C hasta la determi-
nacion de progesterona por RIA y ELISA.

RIA

La progesterona sérica fue cuantificada por RIA siguien-
do la técnica descrita previamente por Shille y Stabenfeldt [14].
El coeficiente de variacién (CV) inter-ensayo fue de 16% vy el
CV intra-ensayo, de 12%.

ELISA

Se utilizé un andlisis inmunoenzimatico [11] el cual utili-
za progesterona marcada con peroxidasa de rabano, como
marcador, y un anticuerpo obtenido en conejos contra el hemi-
succinato de progesterona. El suero sanguineo (100 pl) se ex-

trajo con 2 ml de éter de petroleo. Todas las muestras (50 pl
en cada hoyuelo de la placa) fueron corridas por duplicado en
un ensayo. Se empled una reaccién competitiva con 2 horas
de incubacion. El esteroide libre fue separado del esteroide
unido al anticuerpo, en un paso de lavado de la superficie del
plato adherida al anticuerpo. Como substrato se utilizé 2,2’
Azino-di (3-acido sulfénico ethyl-benthiazolina) sal diamonium,
permitiendo una reaccién de una hora [11].

Andlisis de datos

La curva estandar dosis respuesta, FIG. 1, fue construi-
da comparando el porcentaje de unién del anticuerpo con el
marcador (peroxidasa de rabano), contra la cantidad de pro-
gesterona agregada. El calculo se realizé usando el programa
de Davis y col. [4] disefiado para la calculadora T1-59.

En los puntos de la curva de progesterona, FIG. 2, se
aplicé anélisis de varianza y las medias fueron comparadas
mediante la prueba t de Bonferroni [12].

RESULTADOS

Especificidad

Las reacciones cruzadas de varios esteroides, tanto en
ELISA como en RIA usando el mismo anticuerpo contra 11a-
hemisuccinato BSA de progesterona, fueron calculadas me-
diante el método de Abraham [1] y se muestran en la TABLA I.

Precision

La precisién del ELISA para progesterona fue analizada
utilizando una mezcla de sueros sanguineos de seis cabras en
estudio. El coeficiente de variacién intra-ensayo fue de 7,2%
{coeficiente promedio de variacién entre placas).

Sensibilidad

En ELISA fue calculada utilizando el promedio de la sen-
sibilidad determinada en dos curvas estandar. La sensibilidad

TABLA I

REACCION CRUZADA DEL ANTICUERPO ANTI-PROGESTERONA EN EL RIA Y ELISA

Esteroide

% Reaccién Cruzada*

11a-hidroxiprogesterona
17a-hidroxiprogesterona
20a-hidroxiprogesterona
20B-hidroxiprogesterona
Sa-pregnano-3,20 diona

17B-estradiol

ELISA RIA
22.00 25.00
0.30 0.70
0.43 0.21
1.45 0.46
25.00 16.00
0.04 0.03

* 50% de inhibicion en las respectivas curvas de dosis respuesta, expresado como (ng progesterona/ ng de esteroide) x 100% [1].
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FIGURA 1. CURVA ESTANDAR DOSIS-RESPUESTA PARA ELISA DE PROGESTERONA. E: LECTURA DE ABSORBANCIA
DE LA MUESTRA O ESTANDAR. Eo: LECTURA DE ABSORBANCIA DE LOS BLANCOS (CEROS).
SENSIBILIDAD: 0.25 PG/HOYUELO. EN EL RIA FUE 2 pg/HOYUELO.
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FIGURA 2. CONCENTRACION DE PROGESTERONA
SERICA (X = SEM) EN 10 CABRAS TRIPLE MESTIZAS A
TRAVES DEL CICLO ESTRUAL, DETERMINADA POR RIA
(LINEA CONTINUA), ELISA (LINEA INTERRUMPIDA)
(r= 0.98). LA FLECHA INDICA EL DIiA DE LA PRESEN-
TACION DEL ESTRO.

fue de 0.25 pg/hoyuelo de la placa, donde la sensibilidad es
definida como la concentracién de progesterona la cual es ma-
yor que cero (lectura de absorbancia de los tubos blancos) + 2
desviaciones estandar [19]. Otros detalles de la curva estandar
se observan en la FIG. 1. La sensibilidad del RIA fue de 2
pg/tubo.

Correlacion con RIA

Coeficientes de correlaciéon de progesterona en suero
sanguineo de cabras (10 animales, 225 muestras) entre dos

estros, determinados tanto por ELISA como por RIA se mues-
tran a continuacion, FIGS. 1y 2:

r Pendiente
0.97 0.98

Intercepcion Y n
-0.019 225

Curva de progesterona

Analizando la curva de progesterona, FIG. 2, por el mé-
todo de ELISA podemos observar lo siguiente: La duracion del
ciclo estrual fue en promedio de 22 + 1 dias. Al tercer y cuarto
dia se observaron valores de progesterona entre 1y 2 ng/ml.
La diferencia entre las concentraciones del dia 2 (0.6 = 0.1
ng/ml) y del dia 3 (1.3 + 0.2 ng/ml) fue significativa (P< 0.01).
Igualmente, la diferencia de concentraciones del dia 17 (5.2 =
0.4 ng/ml) y del dia 18, inicio de la lutedlisis, (2.5 + 0.2 ng/mil}
fue significativa (P< 0.05). El pico se observé alrededor del dia
doce (11 + 0.7 ng/ml). Entre los dias once y trece, la progeste-
rona se mantuvo por encima de los 7.5 ng/ml. A partir del dia
17 se observé la mayor actividad luteolitica, es decir, entre 4 y
5 dias antes del estro. A este respecto, Gonzalez-Stagnaro y
col. [6] obtuvieron presentacién del estro 55 horas después de
la inyeccion de cloprostenol, un anélogo de la prostaglandina
PGF2q, en cabras Alpinas.

En la FIG. 3 se pueden comparar las curvas de Proges-
terona de una cabra con ciclo de 21 dias y de otra con ciclo de
22 dias. En ambos casos el pico de progesterona se presentd
a los doce dias del ciclo, pero en el primer animal la concen-
tracién alcanzd los 11.5 ng/ml., declinando los dias después a
6 ng/ml. En el animal con ciclo de 22 dias la maxima concen-
tracién fue de 8 ng/ml, manteniéndose durante dos dias para
luego declinar a 6 ng/ml, entre el dia quince y dieciséis.
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DISCUSION

Comparando las concentraciones de progesterona en-
contradas en este trabajo usando ELISA, con las reportadas
por otros autores empleando RIA, se pueden resaltar los si-
guientes hechos:

Simplicio y col. [15] trabajando con cabras nativas brasi-
lefias encontraron valores de progesterona de 0.2 ng/ml el dia
cero o dia del estro, lo que es similar a los resultados reporta-
dos aqui; pero en este trabajo para el dia once, se presento el
pico de produccién de dicha hormona, siendo 10.4 ng/ml con
ELISA y 10.0 ng/ml con RIA. Se reportaron 3.7 ng/ml 48 horas
antes de la presentacion de celo [15], mientras que en el pre-
sente trabajo se registré 1.0 ng/ml (RIA) y 0.5 ng/ml (ELISA),
siendo significativa la diferencia al aplicar el método de Zarco
y col. [18]. Estos autores no reportan datos para el cuarto dia,
en el cual, en este trabajo, fueron observados incrementos en
la produccién de progesterona oscilando entre 1 y 2 ng/ml,
mientras que en el tercer dia esta hormona estuvo alrededor
de 0.6 ng/ml en los dos métodos. La anterior consideracién in-
dica que en las razas de cabras utilizadas para este estudio,
efectuado en la Estacion Experimental Lara del Cuji, Venezue-
la, la deteccién de incrementos por encima de 1 ng/ml de pro-
gesterona el cuarto dia del ciclo, pudiera indicar la presenta-
cion de ovulacion.

La mayor cantidad de progesterona (11.8 ng/ml) durante
el ciclo estrual, fue registrada en el dia 15, pero en cabras crio-
llas ovidectomizadas, modelo que este laboratorio ha utilizado
durante los Ultimos afios para estudiar la actividad ovérica en
cabras de las zonas aridas y semidridas del estado Lara [8].

Los niveles de progesterona en el plasma sanguineo de
cabras de razas diferentes vari¢ desde 0.2 ng/ml, en el dia del
estro, hasta aproximadamente 16 ng/ml durante la fase luteal
del ciclo estrual, y decrecio rapidamente a niveles basales du-
rante los lltimos tres dias del ciclo [3, 7, 10, 16, 17]. Estos da-
tos incluyeron cabras Angora; sin embargo, Wentzel y col.
[18], trabajando con esta raza, reportaron que el valor mas alto
de progesterona fue solamente de 6.7 ng/ml en el dia 13 del
ciclo. Es de hacer resaltar que ninguno de estos trabajos utili-
zo ELISA sino RIA para la determinacién de progesterona.

CONCLUSIONES

ELISA es muy efectivo en la evaluacién de la actividad
funcional del cuerpo ldteo y requiere solamente tres horas en
su proceso. El sistema presenta gran sensibilidad, pudiendo
detectar cantidades del orden de 0.04 ng/ml el dia del estro,
FIG. 3, y registra muy buena especificidad. El ensayo es me-
nos costoso que el RIA, ya que requiere equipo menos sofisti-
cado y no necesita el uso de material radiactivo.

66

12.0

110

9.0

8.0

7.0

6.0

5.0

4.0

PROGESTERONA ( ng/ml )

30

= 003

10 \L
0.04

00T T T T T T T T T T 11T

g 10 12 14 16 1§ 20 22

2 4 6
T DIAS DEL CICLO ESTRUAL

FIGURA 3. CONCENTRACION DE PROGESTERONA
SERICA (ng/ml) EN DOS CABRAS TRIPLE MESTIZAS A
TRAVES DEL CICLO ESTRUAL, DETERMINADA POR
ELISA. ® CABRA CON CICLO DE 22 DIiAS. O CABRA CON
CICLO DE 21 DiAS. LAS FLECHAS INDICAN EL DiA DE LA
PRESENTACION DEL ESTRO.

RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados de este trabajo, se reco-
mienda el método de ELISA descrito, para cuantificar proges-
terona en el suero sanguineo de cabras. El método fue desa-
rrollado en el Laboratorio de Endocrinologia Reproductiva de
la Universidad de California en Davis [11] y utilizado por prime-
ra vez en la determinacién de progesterona en las cabras de
Venezuela [9].
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