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INTRODUCCION

La medicién de la concentracion de progesterona plasmatica por
radioinmunoanalisis (RIA) se utiliza como diagndstico de gestacion y prueba de
ciclicidad en estudios de reproduccion animal desde hace aros. La extraccion previa
de la progesterona con disolventes organicos asegura la eliminacion de las posibles
interferencias, por lo que se considera al RIA con extracciébn como metodo de
referencia. Sin embargo, el proceso de extraccion resulta largo, tedioso y expuesto a
diversos tipos de errores, lo gque limita su aplicacién a personal especialmente
experimentado. Los procedimientos directos (sin extraccion) son mas rapidos y
sencillos, permitiendo analizar mas muestras por jornada de trabajo con menor
atencién y esfuerzo.

Las principales desventajas del RIA (con extraccion o directo) son: la utilizacion
de is6topos radiactivos y la necesidad de medir cada muestra al menos un minuto en
un contador de radiactividad; sin embargo, su mayor ventaja es que la medida final,
cuentas por minuto (CPM), no depende de factores externos. Aunque se han
desarrollado kits alternativos basados en métodos inmunoenzimaticos (EIA o ELISA),
éstos tienden a ser més inseguros y menos repetibles que los RIAs debido a que la
medida final (absorbancia) esta influida también por la actividad del enzima, el tiempo
de incubacion de la reaccion enzimatica, la temperatura y el buen estado del oxidante
y del sustrato.

En los Ultimos afos han aparecido kits para la medicién de hormonas que
utilizan lantanidos no radiactivos como marcadores, aprovechando la fluorescencia
retardada de determinados complejos organometalicos (TR-FIA: "time-resolved
fluoroimmunoassay" o fluoroinmunoanalisis de resolucién temporal). Sus principales
ventajas son: la inocuidad de sus componentes y la estabilidad y rapidez de la lectura
final (CPS: cuentas de luz durante 1 segundo).

En este trabajo se comparan 3 métodos: RIA con extraccion previa, kit de RIA
directo en tubo recubierto y kit de fluoroinmunoanalisis (TR-FIA) directo en microplaca.

Parcialmente financiado por INIA (Proyecto 9473). El protocolo y los reactivos para
el RIA con extraccion previa fueron cedidos por J.F. Beckers (Universidad de Lieja).
'Direccién actual: Université de Liége. Faculté de Médecine Vétérinaire. B-4000
Sart-Tilman (BELGIUM)
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MATERIAL Y METODOS

La concentracion plasmatica de progesterona se determind en 68 ovejas Rasa
Aragonesa el dia 17 postcubricion, mediante tres métodos:

RIA CON EXTRACCION PREVIA (Modificacién de BECKERS et al., 1975)

1- Agitacion de 200 ul de plasma con 3 ml de éter de petrdleo en tubo de cristal
(16X100 mm)-15 min. 2- Congelacion de la fase acuosa, decantacion y evaporacion de
la fase orgénica en tubo de cristal (12X75 mm). 3- Adicién de 300 ul de '#I-

Progesterona (~20000 CPM) y 100 pl del primer anticuerpo. 4.- Incubacién a 20°C-4h
y a 4°C toda la noche. 5- Adicién de 100 pl del 2° anticuerpo insolubilizado por unién
a celulosa. 6- Incubacién a 20°C-30 min. 7- Centrifugacion a 3000 g-4°C-15 min. 8-
Decantacién del sobrenadante. 9- Determinacién de CPM en el precipitado durante 1
minuto en un contador gamma.

KIT DE RIA DIRECTO EN TUBQ RECUBIERTO ('®*I-PROGESTERONE COATRIA,
bioMérieux)

1- Agitacién de 50 pul de plasma con 500 pl de '#I-Progesterona (~30000 CPM) en
tubos de poliestireno (11x70 mm) recubiertos con el anticuerpo especifico. 2-
Incubacién a 20°C-2h. 3- Decantacion del liquido. 4- Lavado con 2 mi de agua
destilada. 5- Determinacién de CPM en los tubos durante 1 minuto en un contador
gamma. '

KIT F ROIN ALISI N _Mi PLACA (DELFIA-
Progesterone, WALLAC, Pharmacia)

1- Agitacion de 25 pl de plasma, 100 pl de progesterona marcada con un complejo de

Europio (Eu; ~10% CPS) y 100 pl del primer anticuerpo en una placa de 96 pocillos
recubiertos con un segundo anticuerpo. 2- Incubacién a 20°C-2h con agitacion orbital.
3- Decantacién o aspiracién del liquido y lavado de los pocillos 6 veces. 4- Adicion de
200 ul de disolucion de exaltacién de la fluorescencia. 5- Agitacion orbital a 20°C-5 min.
6- Determinacion de CPS durante 1 sg en un fluorimetro de resolucion temporal.

El analisis de las muestras se realizé por duplicado en el caso del RIA con
extraccion, y por simple en los otros 2 métodos. En cada uno de éstos, las 68 muestras
se analizaron en un mismo dia. Para estimar la repetibilidad de los analisis (coeficiente
de variacion intra-andlisis) se realizaron 4 repeticiones en cada andlisis de unas
muestras de plasma de referencia de fases folicular y Iutea (0.2 y 6.4 ng/ml,
respectivamente, medidos por RIA con extraccidn).

RESULTADOS Y DISCUSION

La relacion existente entre los resultados obtenidos con ambos kits y los del
método de referencia se halla reflejada en las rectas de regresién de la figura 1. Asi,
en el rango de 0.01 a 10.1 ng/ml (medido por RIA con extraccién), los resultados
obtenidos por fluoroinmunoanalisis (Y) se relacionan con los obtenidos por RIA con
extraccion previa (X) segun larecta: Y = 0.56 + 0.99 X (r=0.95; P<0.001). La pendiente

(0.99) no difiere significativamente de 1, pero la ordenada en el origen difiere
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Figura 1. Comparacién de los dos kits con el RIA con extraccion.
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significativamente de cero (P<0.001) (La recta ideal seria: Y = 0.00 + 1.00 X, para una
concordancia perfecta entre métodos). Esto quiere decir que los valores obtenidos por
fluoroinmunoanalisis son superiores en 0.56 ng/ml a los determinados por RIA con
extraccion.

Sin embargo, los valores determinados por RIA directo (Z) son sensiblemente
menores que los obtenidos por RIA con extraccion (X): Z = 0.01 + 0.22 X (r=0.91;
P<0.001). La pendiente (0.22) fue significativamente diferente de 1 (P<0.001), pero Ia
ordenada no difirio significativamente de 0. Esto se traduce en que los valores hallados
por este método son solo el 22% de los del método de referencia.

El coeficiente de variacion intra-analisis del método fluorimétrico fue menor que
el del RIA directo o que el del RIA con extraccion (referencia luteal: 2.4% vs. 14.1y
14.0% respectivamente; referencia folicular: 5.3% vs. 101 y 110%).

El valor umbral de progesterona para considerar la existencia de un cuerpo luteo
activo depende, pues, del método de analisis. En nuestro laboratorio hemos utilizado
el valor de 0.5 ng/ml para el kit de RIA directo, equivalente a unos 2 ng/ml en el RIA
con extraccion y a unos 2.5 ng/mi para el kit de fluoroinmunoanalisis directo.

Los resultados obtenidos en cuanto a repetibilidad y exactitud indican que el kit
directo de fluorescencia retardada es adecuado para la medicién de progesterona
plasmatica en ovejas.
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