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RESUMEN

Con el objeto de validar su uso en los machos bovinos, se utilizé un
radioinmunoanalisis comercial en fase liquida para la determinacion directa de la
testosterona en suero humano (CIS-SBTESTO). Durante la realizacién de las
pruebas, se utilizaron muestras de sangre extraidas por puncién de la vena yugular a
tres toros y tres becerros de 4- 6 meses castrados desde los 2 meses de edad. El uvestreo
‘se efectué 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 °C. Se realizaron pruebas
de paralelismo (PP) de recuperacién (PR) y de precision. La PP fue satlsfacl:ona, en’
la PR la regresién lineal de los valores de testosterona esperados sobre los observados,
cuando se agregé a las muestras de suero los estandar 0 a 5 ng/ml dio un r=0.89 (y=0.51
+ 0.84x), cuando se mezclaron distintas proporciones de la muestra y el estandar 10
ng/ml arrojé r= 0,9245 (y = 2, 06 + 0,63 x). El coeficiente de variacién intraensayo e
interensayo fue de 3,0 y 8,1 respectivamente. Los valores de la testosterona para dos
toros arrojé una media de 7.76 t 5,26 ng/ml; los becerros mostraron niveles de
testosterona indetectable; coincidiendo estos resultados con aquellos reportades por
la literatura. Las pruebas son satisfactorias y sugieren la factibilidad de su uso en la
medicina veterinaria para determinar cambios en los niveles de testosterona
‘circulantes en machos bovinos.
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ABSTRACT

In order to perform the RIA, used for direct determination of testosterone in
human blood serum (CIS-SBTESTO), blood samples extracted from the yugular vein
of three bulls and three-five month old steers were takes. Sampling was done every
hour from 7 to 12 am. Blood was centrifugated at 3000 rpm for 20 min. Blood serum
was then isolated and stored at - 20 °C. Test of paralelism (PT), recovey (RT) and
" accuracy (AT) were performed. PT was satisfactory and linear regression for RT
regarding the expected testosterone values over the observed ones after adding
standard 0-5 ng/ml to serum samples showed a r = 8%y =.51 + .84 x) and after mixing
different leves of the serum sample with standard 10 mg/m} should the following
results r = .92 (y=2.05 + .53 x). Botch, within and between-assay variation coefficients
were 3.0 and 8.1, respectively. Mean testosterone value for two bulls was 7.76 1 5.256
ng/ml. Young steers did not show detectable levels of testosterone. Thesge results
suggest the possibility of using the RIA to determine changes on levels of blood serum

testosterone in male bovines.

INTRODUCCION

»

La cuantificacién de los niveles de testosterona en suero y/o plasmas sanguineos
de machos bovinos, posee gran importancia para el estudio de la pubertad, la actividad
reproductiva y el comportamiento gexual de los toros (17). En esta regién es necesario
y conveniente conocer tanto a nivel de fincas como en los centros de inseminacién
artificial y de investigacién, los perfiles hormonales periféricos del principal andrégeno
del macho bovino.

Actualmente se encuentran disponibles en el mercado nacional kits de
radicinmunoanilisis (RIA) para la determinacién directa de la testosterona en la
especie humana, pero su uso no debe ser confiable para otras esp'ecies, hasta tanto se
realicen pruebas de validacién que detecten cambios en la concentracién de la
testosterona en el suero, plasma u otros liquidos orgénicos de animales (13,2). Asise
ha hecho para cuantificar de acuerdo a la téenica del RIA, la insulina en caninos,
bovinos y equinos (13); la triyodotironina, la tiroxina y el cortisol en caninos, felinos y
equinos (12); las hormonas tiroideas en los ovinos y en los caprinos (10); la
progesterona y la testosterona en las cabras (5); 1a progestrona en la leche descremada
y el suero de los bovinos (16;11); asf como para determinar la progesterona en la crema
de leche (9) la validacién del Elisa para la progestercna en el plasma de los bovinos,
para su uso en los equinos, ovinos y caninos (4). El objetivo del presente trabajo fue
validar un RIA kits para cuantificar la testosterona en el suero sanguineo de los
machos bovinos.
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MATERIALES Y METODOS

El ensayo se basa en la competencia por un limitado niimero de lugares de unién
en la molécula del anticuerpo, entre la testosterona -1 12° y aquella contenida en los
estandares y/o muestras analizadas. Después de un determinado periodo de
incubacién, la cantidad de testosterona -I ° unida al anticuerpo es inversamente
proporcional a la cantidad de ellas presentes en la muestra. La separacién de las
fracciones unidas y libre se realiza mediante un segundo anticuerpo.

El kit* para radioinmunoanalisis en el suero o el plasma sanguineo contiene,
estandares preparados en suero humano con las siguientes concentraciones: 0; 0,25;
0,5;1; 2,5; 5 y 10 ng/ml. La sensibilidad fue determinada en 0,08 ng/ml (0,28 nmol/l).
El anticuerpo altamente especifico 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-a - Androstan, 3-a, 17-p 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 I 2 presenta una radioactividad de 30 KBq (0,8 pCi) al
momento de la preparacién. La habilidad de combinacién del sistema (Bo/Tx100) fue
mayor del 45%. La precision del ensayo, expresado como coeficiente intra e inter
ensayo fue 6,8% a 9,4% a 10% respectivamente.

Las muestras se tomaron cada hora desde las 7 am hasta las 12m, mediante
puncién 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, 1a sangre
se centrifugé dentro de los 30 minutos de obtenida a 3.000 rpm durante 20 minutos,
luege fue trasegado a viales, refrigerado inmediatamente y transportade al
laboratorio, donde se conservé a -20 °C 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 usaron 50 pl de estandares y muestras
a analizar, 200 ul de testosterona 112 y 200 ul de anti suero, el perfodo de incubacién
fue de tres horas a 37 °C; luego del cual se le agregé 1.0 ml del inmunoprecipitante y
se centrifugaron a 2.000 g por 15 minutos; el sobrenadante fue separado
inmediatamente por aspiracién. Para el conteo de la radioactividad remanente se
- utilizé un contador de centelleo ganima, manual, marca NML (Nuclear Medical
Laboratories), modelo IN-V-TRON 2000. La cuantificacién de testosterona en las
muestras y los controles fue realizada por regresién lineal, utilizando la
transformacitn logit-log (8).

*SB-TESTO International-CIS (Francia)
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La especificidad, definida como el grade con el cual un ensayo detecta aquella
sustancia para la cual ha sido elaborado (3), fue probada mediante la inhibicién
paralela de la curva estandar y las diluciones seriadas del suero sanguineo de tres
toros. Como diluente se utilizé6 PBSG (Buffer fosfato gelatina), preparado de acuerdo
a la siguiente férmula: 1,266g de NaH2P04.H20; 9,068y de NaHPO4.7TH20; 8,5g de
NaCl; 1.0g de gelatina anhidra y 0,1g de Azida de sodio 1.000 ml de agua destilada, el
pH fue ajustado a 7,2 con HCl 5N. Se hicieron determinaciones para cuantificar
cambios en la concentracién de testosterona en las muestras de suero provenientes de
toros adultos y becerros castrados, desde las 7 am a las 12m, tomadas con infervalo
de una hora.

La exactitud, definida como la concordancia entre la cantided de la testosterona
medida y la presente en la muestra (3), fue ensayada mediante la prusba de
recuperacién, agregando a las muestras de suerc los estandares 0; 0,25; 1.0; 2,5 y 5.0
ng/ml en la proporcién (V + VY2 (50 pl + 50 pl) /2. También se ensay6 esta prueba
agregando la muestra de suero y el estandar de 10 ng/m1 en las proporciones 100/0%;.
T5/25%; 50/50% y 25/75% respectivamente, para determinar la correspondencia entre
los valores esperados (E) y los observados (0).

La precisién, como una medida de la variacién obsérvada entre repetidas
determinaciones de una misma muestra (3), fue determinada con el control que trae
el kit, calculando el coeficiente de variacién intraensayo e mterensayo de acuerdo al
método de Cekan (2). '

RESULTADOS Y DISCUSION

La prueba de paralelismo es ampliamente utilizada para ensayos de
especificidad. La inhibicién paralela o la superposicién de las curvas de las diluciones
seriadas de la muestra (leche, suero, plasma o semen) con respecto a los calibradores,
sugiere que el mismo elemento el cual inhibe la combinacién de las soluciones
estandares est4 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 de tres
muestras de suero sanguineo provenientes de tres toros diferentes, lo cual sefiala que
el mismo elemento presente en la muestra y en los estandares, inhibi6 la unién de la
hormona marcada al anticuerpo, demostrando una finica combinacién del anticuerpo
y antigeno (12). (Figura 1).

La prueba de exactitud del radiocinmunoanalisis se muestra en las figuras 2y 3.
En la Figura 2, se observa la regresién de los valores de testosteronsa esperados sobre
los observados, al agregar a las muestras del suero bovino los estandares 0 a 5 ng/ml,
1a curva de recuperacién tiene un intercepto (a) de 0,51, la pendiente (b) de 0,84 y el
coeficiente de correlacién (r) de 0,8893; la recuperacién para distintas proporciones de
la muestra y el estandar 10 ng/ml di6 un intercepto {a)de 2,05, la pendiente (b) de 0,53
y el coeficiente de correlacién (r) fue de 0,9245 (Figura 2). (Figura 3).

Estos resultados son satisfactorios y demuestran para los radicinmuncandlisis
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en forma directa, la no existencia de sustancias en el suero bovino que puedén
interferir la unién del antigeno con el anticuerpo, tal como ha sido reportado (2,12).

En la Figura 4a, se observaron los valores de testosterona determinado para dos
toros, los cuales mostraron una media de 7,96 + 5,25 ng/ml con un valor méxime de
14,6 ng/ml y un minime de 1,9 ng/ml; valores estos que se encuentran dentro de los
reportado por la literatura (17); (6,14,15). (Figura 4)
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i 4. Niveles de Testosterona en suero sanguineo a) Promedio de dos toros.
b} Promedio de tres becerros de 6-8 meses de edad, castrados a los dos meses.

Los niveles de testosterona en becerros de 5-6 meses castrados a los 2 meses de
edad, fueron inferiores a 0,1 ng/ml (indetectables) (Figura 4b), tal como era de
esperarse de acuerdo a lo reportado (1,7). El coeficiente de variacién 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 validacién de un radicinmuncandlisis en fase
lquida, ya que todas las pruebas fueron satisfactorias. El método es de facil ejecucién
y puede ser usado para determinar cambios en los niveles de testosterona en el suero
y/o el plasma de machos bovinos, siendo reoomend ble su uso en la medicina
vetennana
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