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RESUMEN 
, 

Con el objeto de validar su us~ en los machos bovinos, se utilizó Un 
radioinmunoanálisis comercial en fase líquida para ladeterminacion directa de la 
testosterona en suero humano (CIS-SBTESTO). Durante la realización de las 
pruebas, se utilizaron muestras de aangre extraídas por punción de la vena juguIar Ji 

tres toros y tres becerros de 4,... 6 meses castrados desde los 2 meses de edad. El ueBtreo 
se efectuó desde las 7 am a las 12 m cada hora. La sangre fue centrifugada a 3.000 
rpm por 20 minutos, separado el suero y almacenado a -20 oC. Se realizaron pruebas 
de paralelismo (PP) de recuperación (PR) y de precisión. La PP fue satisfactoria, en 
la PR la regresión lineal de los valores de testosterona esperados sobre los observados, 
cuando se agregó a las muestras de suero los estandar O a 5 nglmI dioun r=O.89 (y=O.51 
+ 0.84:1:), cuando se mezclaron distintas proporciones de la muestra y el estandar 10 
nglml arrojó 1'= 0,9246 (y =2, 06 + 0,63 x). El coeficiente de variación intraenaayo e 
interenaayo fue de 3,0 y 8,1 respectivamente. Los valores de la testosterona para dos 
toros arrojó una media de 7.76 ± 5,26 nglmI; los becerros mostraron niveles de 
testosterona indetectable; coincidiendo estos resultados con aquellos reportados por 
la literatura. Las pruebas son aatisfactorias y sugieren la factibilidad de su uso en la 
medicina veterinaria para determinar cambios en los niv:eIes de testosterona 
circulantes eJl machos bovinos. 

1-) PoaqJrado en ProducciónADimaL LUZ. Maraeaíbo 
2) Nl1c:leo Universitario Rafael RangeI ULA. TrujiUo 
3) Laboratorio Clfoico La Redoma.Maracaibo, VeoezueJa. 
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ABS'I'BACT 

In order lo perform the RIA. used for di:rect determination of te8tosterone in 

human blood serum (CIS-SB'rESTO), blood aamples extracted mm the yugular vein 
of three bulls and tbree-five montb old steers were takes. Sampling WaB done ff'I8I:'1 
hour from 7 lo 12 amo Blood was centrifugated at 3000 rpm for 20 mino Blood SeruDl 

was then isolated and slored at - 20 oC. 'Thst of paralelism (PT), recovey (RT) ánd 
accuracy (AT) were peñormed. PI' was satiBfactory and linear :regrellBion lor RT 
regarding the expected. testosterone values over the observed ones after adding 
standard 0-5 nglmI lo seru:l.Jl samples showed a r =89(y =.51 + .84 x) and after mixing 
different leves of the BerUlD sample with standard 10 mgIm1 should the following 
resulte r =.92 (y=2.05 + .53 x). Botch, within and between-assay variation coefficiente 
were 3.0 and 8.1, respectively. Mean teslosterone value for two bulls was 7.76 ±5.25 
ng/mI. Young steers did not show detectable levels of teslosterone. Th8IJ~ resulte 
suggest the possibility ofusing the RIAlo determine changes on levels ofblood serum 
testosterone in male bovines. 

INTRODUCCION
•

La cuantificaciónde los niveles de testosterona en suero y/o plasmas sanguíneos 
de machos bovinos, posee granimportancia para el estudio de la pubertad,la actividad 
reproductiva y el comportamiento sexual de los toros (17). En esta región es necesario 
y conveniente conocer tanto a nivel de fincas como en los centros de inseminación 
artificial y de investigación, los perfiles hormonales periféricos del principal andrógeno 
del macho bovino. 

Actualmente se encuentran disponibles en el mercado nacional kits de 
I8dioinmunoanálisis (RIA) p8I8 la determinación directa de la testosterona en la 
especie humana, pero su uso no debe ser confiable p8I8 otras espécies, hasta tanto se 
realicen pruebas de validación que detecten cambios en la concentración de la 
testosterona en el suero, plasma u otros líquidos orgánicos de animales (13,2). Así se 
ha hecho p8I8 cuantificar de acuerdo a la técnica del RIA., la insulina en caninos, 
bovinos y equinos (13); la triyodotironina, la tiroXÍna y el cortisol en caninos, felinos y 
equinos (12); las hormonas tiroideas en los ovinos y en los caprinos (10); la 
progeeterona y la testosterona en las cabI8S (5); la progestrona en la leche descremada 
y el suero de los bovinos (16;11); aBÍ como p8I8 determinar la progesterona en la crema: 
de leche (9) la validación del Elisa p8I8 la progeeterona en el plasma de los bovinos, 
p8I8 su uso en los equinos, ovinos y caninos (4). El objetivo del presente tI8pajo fue 
validar un RIA kite para cuantificar la testosterona en el suero sangufrieo de los 
machos bovinos. 
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MATERIALES YMETODOS 
El ensayo se basa en la competencia por un limitado número de lugares de unión 

en la molécula del anticuerpo, entre la testosterona -1 125 Yaquella contenida en los 
estandares y/o muestras analizadas. Después de un determinado período de 
incubación, la cantidad de testosterona -1 125 unida al anticuerpo es inversamente 
proporcional a la cantidad de ellas presentes en la muestra. La separación de las 
&acciones unidas y libre se realiza mediante un segundo anticuerpo. 

El kit* para radioinmunoanálisis en el suero o el plasma sanguíneo contiene, 
estandares preparados en suero humano con las siguientes concentraciones: O; 0,25; 
0,5;1; 2,5; 5 Y10 ng/mI. La sensibilidad fue determinada en 0,08 ng/mI (0,28 nmolll). 
El anticuerpo altamente específico se obtuvo en conejos, las pruebas de reactividad 
cruzada demostraron los siguientes resultados: Testosterona 100%, 
5-Dihidrotestosterona 7,2%, Androsteneidona 0,081%, Dehidroepiandrosterona 
0,036%,5-« - Androstan, 3-a, 17-ji diol 0,03%, Glucoronato de Testosterona 0,025%, 
otros esteroides como Cortisol, Corticosterona, Deoxicorticosterona, 
17-Epitestosterona, Sulfato de Testosterona, Androsteron, Progesteron, Estrona, 
Estradiol y Estriol exhibieron una reactividad cruzada inferior a 0,02%. La 
testosterona marcada con 1 125 presenta una radioactividad de 30 KBq (0,8 f.1Ci) al 
momento de la preparación. La habilidad de combinación del sistema (BoITxl00) fue 
mayor del 45%. La precisión del ensayo, expresado como coeficiente íntra e ínter 
ensayo fue 6,8% a 9,4% a 10% respectivamente. 

Las muestras se tomaron cada hora desde las 7 aro hasta las 12m, mediante 
punción de la vena yugular a tres toros mestizos adultos y tres becerros de 4-6 meses 
de edad, los cuales fueron castrados a los dos meses. Para obtener el suero, la sangre 
se centrifugó dentro de los 30 minutos de obtenida a 3.000 rpm durante 20 minutos, 
luego fue trasegado a viales, refrigerado inmediatamente y transportado al 
laboratorio, donde se conservó a -20 oC hasta su procesamiento. 

Las pruebas se realizaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante, sin 
modificaciones. Las muestras fueron procesadas por duplicado en tubos de 
polipropileno de 12 x 75 mm y"fondo curvo; se uáaron 50 .u de estandares y muestras 
a analizar, 200 ul de testosterona 1125 Y 200 .u de anti suero, el periodo de incubación 
fue de tres horas a 37 oC; luego del cual se le agregó 1.0 mi del inmunoprecipitante y 
se centrifugaron a 2.000 g por 15 minutos; el sobrenadante fue· separado 
inmediatamente por aspiración. Para el conteo de la radioactiVidad remanente se 
utilizó un contador de centelleo gamma, manual, marca NML (Nuclear Medical 
Laboratories), modelo IN-V-TRON 2000. La cuantificaci6n de testosterona en las 
muestras y los controles fue realizada por regresi6n lineal, utilizando la 
transformaci6n logit-Iog (8). 

·S&.TESTO International-CIS (Francia) 
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La esped:6.cldad, definida como el grado con el c:úal un eD8aJO deteeta aqueJIa 
BUStancia para la c:úal ha sido elaborado (3), fue probada medi•• la iDhibid6a 
paralela de la curva estandar y las diluciones seriadaa del .uero aanpfDeo de tne 
toros. Como diluente se utilizó PBSO (Buffer fosfato platina), preparaclo de acuerdo 
a la siguiente fórmula: 1,2651 de NaB2POUI20: 9,068g de NaBPO&.'71120; 8.&1 de 
NaCl; 1.0g de gelatina anhidra Y O,lg de Azida de sodio 1.000 mi de agua deatilada, el 
pH fue ajustado a 7,2 con HCl 5N. Se hicieron determinaciones para ~car 
cimbios en la concentración de testosterona en las muestras de suero proveniente. de 
toros adultos y becerros castrados, desde las 7 am a las 12m, tomada. con intervalo 
de una hora. 

La exactitud, definida como la concordancia entre la cantidád de la tHtoIterona 
medida y la presente en la muestra (3), fue eD8ayada mediante la prueba. de 
recuperación, agregando a las muestras de suero los eBtandares O; 0,26; 1.0; 2,15 y 5.0 
ngIml en la proporción (V + yY2 (50 pI + 50 pI) 12. También se eD8ay6. aata prueba 
agregando la muestra de suero y el est:andar de 10 ngIml en las propon:iones 10M)1J,:· 
76125.,; 60150% y 25175., respectivamente, para determinar la correspondencia entre 
los valores esperados (E) y los observados (O). 

La precisión, como una medida de la variación observada entre repetidae 
determinaciones de una misma muestra (3), fue-4etemrinada con el control que trae 
el kit, calc:ulando el coeficiente de variación intraensayo e i.nterensayo de acuerdo al 
método de Cekan (2). 

RESULTADOS YDISCUSION 

La prueba de paralelismo es ampliamente utilizada para enliayo. de 
especificidad. La inhibición paralela o la superposición da1.. curvas de las diluci.ones 
seriadas de la muestra Oacha, suero, plasma o semen) con respecto a los calibradores, 
sugiere que el mismo elemento el cual inhibe la combinación de las IJOluciones 
estanu;..s está presente en la serie de diluciones de la muestra (8, 12). En la figura 
1, observamos el paralelismo existente entre las diluciones 1:1: 1:2; 1:8; y 1:16 d. tn. 
muestras de suero sanguíneo provenientes de tres toros diferentes, lo c:úalaeftala que 
el mismo elemento preaente en la muestra y en los eBtandares, inhibió la unión de la 
hormona marcada al anticuerpo, demostrando una única combinación del anticuerpo 
y antígeno (12). (Figura 1). 

La prueba de exactitud del radioinmunoanálisis se muestra en la8 figuru 2 Y 3. 
En la Figura 2, se obse"a la regresión de los valoree de t.estosterona esperadoe lObre 
los obaervados, al agregar a las muestras del suero bovino los estandares O a ti DIfmI, 
la curva de recuperación tiene un intercepto (a) de 0,51, la pendiente (b) de 0,84 y .1 
coeficiente de correlación (r) de 0,8893: la recuperación para distintas proporciones de 
la muestra yel estandar 10 ngIml dió un intercepto <a) de 2,06, la pendiente (b) de0,18 
y el coeficiente de correlación (r) fue de 0,9245 (Figura 2). (Figura 3). 

Estos resuItadoslJOn satisfaetorios.;y demuestran para loe radioinmunoan'litd. 
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en forma directa, la no existencia de sustancias en el suero bovino que puedan 
interferir la uni6n del antígeno con el anticuerpo, tal como ha sido reportado (2,12). 

En la Figura 4a, se observaron los valores de te~sterona determinado para dos 
toros, los cuales mostraron una media de 7,96 ± 5,25 nglml con un valor máximo de 
14,6 nglml y un mínimo de 1,9 nglml; Valore8 estos que se encuentran dentro de 108 
reportado por la literatura (17); (6,14,15). (Figura 4) 
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~ 4. Niveles de Testosterona en suero ~ a) Promedio de dos tDro8. 
bJPromedio de ~ becerros de &8 meses de eaad, caslrados a los dos meses. 

Lo8 niveles de testosterona en becerros de 5-6 mese8 castrados a los 2 meses de 
edad, fueron inferiores a 0,1 nglml (indetectables) (Figura 4b), tal como era de 
esperarse de acuerdo a lo reportado (1,7). El coeficiente de variación de acuerdo al 
método de Cekan (2) fue de 3,0 el intraensayo y de 8,1 el interensayo. 
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Estos resultados demuestran la validación de un radioinmunoanáJisis en faBe 
líquida, ya que todas las pruebas fueron satisfactorias. El método es de fácil ejecución 
y puede ser usado para determinar cambios en 108 niveles de testosterona en el suero 
y/o el plasma· de machos bovinos, siendo recomend ble su uso en la medicina 
veterinaria. 
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