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DETERMINACION DE PROGESTERONA PLASMATICA POR EL
METODO DE ELISA EN RECEPTORAS DE EMBRIONES BOVINOS

Plasmatic progesterone determination by ELISA assay in bovine embryo recipient heifers

RESUMEN

Se determinaron las concentraciones de progesterona (P4)
plasmatica por Enzimoinmunoandlisis (ELISA), de 47 novillas
mestizas Bos indicus x Bos faurus receptoras de embriones
bovinos, en un programa comercial de transferencia de
embriones (TE) en el Estado Monagas, Venezuela, con la
finalidad de tener diagndstico precoz de prefiez. La tasa de
prefiez se confirméd por palpacion transrectal a los 80 dias post
TE. De las 47 transferencias, 18 receptoras (38.3%) resultaron
prefiadas y 29 (61.7%) vacias. La regresion lineal, el analisis
de varianza (ANAVAR) y de Ji cuadrado, no demostraron (P >
0.05) diferencias significativas entre las concentraciones de P4
de receptoras prefiadas y vacias para los dias 0 (celo) y 7 (TE)
del ciclo estral. Para el dia 21, las concentraciones de P4 en
prehadas, fueron més altas (P < 0.05) (12.2 = 2.2 ng/ml) que
en vacias (0.82 = 0.42 ng/ml). En el dia 21 post celo se obtuvo
un 75% de efectividad en la deteccién de prefiadas y un 100%
en vacias utilizando las concentraciones de P4 (2 ng/ml de P4,
como criterio discriminatorio). Se concluye que la determi-
nacién de las concentraciones de P4 entre los dias 21 a 24
post celo da un alto porcentaje de seguridad en el diagnéstico
precoz de hembras vacias, para reciclarlas antes de los 60
dias post celo, disminuyendo asi los costos de mantenimiento
de las mismas.
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ABSTRACT

Plasma Progesterone (P4) concentrations were determined by
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) in 47 Bos
indicus x Bos taurus crossbred recipient heifers in an
commercial embryo Transfer (ET) program in Monagas state,
Venezuela. Pregnancy status was confirmed by rectal palpation
60 days after estrus. Pregnancy rates were 38.3% (18/47)
while a 61.7% remained open. Simple linear regression, one
way analysis of variance (ANOVA) and chi-square analysis
indicated that there were not significant differences (P > 0.05)
between plasma P4 concentrations of females which remained
pregnant and that of cows open on days either 0 (estrus) or 7
of the estrous cycle (ET). On day 21, concentration of P4 in
pregnant females was 12.2 + 2.2 ng/ml being significantly
higher (P < 0.05) compared to non-pregnant females (0.82 =
0.42 ng/ml). Recipients having plasma P4 concentration of 2
ng/ml or more on day 21, were considered as pregnant. The
accuracy of this test for diagnosing pregnancy was 75% and
100% for open cows. In summary, evaluating the concentration
of P4 on days 21 to 24 after estrus give a high percentage of
safety in the early diagnosis of pregnancy and to recycle the
open recipient before 60 days post estrus, reducing thus, the
maintenance cost of them.

Keywords: Progesterone, bovine embryos recipients, ELISA,
pregnancy.
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INTRODUCCION

En fincas donde actualmente se usan técnicas reproduc-
tivas biotecnolégicas como el transplante embrionario en forma
comercial, se presentan fluctuaciones en las tasas de prefiez
de las hembras receptoras de embriones, lo cual podria ser
causa de pérdidas econdémicas en dichas unidades de produc-
cién [3]. En consecuencia, la rentabilidad econémica de cual-
quier empresa pecuaria que use transplante embrionario de-
pende en alto grado de la tasa de prefiez y de un adecuado re-
ciclaje de las receptoras.

Muchos estudios se han encaminado a investigar los ni-
veles hormonales y/o la actividad ovérica en las hembras re-
ceptoras de embriones para tratar de explicar las causas de
una respuesta inadecuada al establecimiento de la prefiez
post-transplante. En ganado bovino, el método de diagnéstico
de prefiez mas difundido depende del no retomo del celo y su
subsecuente confirmacién por via de palpacion transrectal [33].
Sin embargo, medir concentraciones de P4 en sangre o leche
los 20 a 24 dias post servicio puede ser usado como un indica-
dor de diagnéstico de prefiez a vacas.

Una forma de determinar el perfil hormonal de la hembra
bovina durante el ciclo estral, es a través de la técnica de Enzi-
moinmunoanalisis (ELISA) [11,12,13,15,17,20,21,27], la cual
indica con exactitud si la hembra esté ciclando normalmente o
si existen fallas en la deteccidn del celo. La técnica de ELISA
es un procedimiento de ensayo inmunoenzimatico de tipo hete-
rogéneo, cuyo nombre resulta de la asociacion de las iniciales
de su denominacién inglesa Enzyme linked inmuno sorbent
assay [1,2,5,24,26,32,35,38,40,43]. En él se emplea un soporte
al cual se fija uno de los componentes de la reaccion inmunolo-
gica, con el fin de investigar posteriormente el comportamientio
en una muestra dada [7,40,43]. Dicha técnica complementaria
con exactitud el diagnéstico de la funcién y desarrollo del cuer-
po lateo, que se realiza por palpacion transrectal, al momento
de la trasferencia embrionaria.

La prueba recurre al empleo de inmunégenos, haptenos
o anticuerpos marcados con una enzima, para revelar el reacti-
vo complementario a nivel de distintos fluidos biolégicos; revela
y cuantifica diversos tipos de sustancias presentes en liquidos
organicos; antigenos, anticuerpos, hormonas, farmacos, etc.
[14,42). Actualmente se ha expandido su uso en endocrinolo-
gia para la cuantificacion de hormonas en inmunologia para la
medicién de inmunoglobulinas e inmunocomplejos, y en micro-
biologia para la identificacion y cuantificacion de antigenos y/o
anticuerpos en infecciones bacterianas, micoticas, parasitarias
o virales [6,18,43].

Con el proposito de obtener un diagnéstico precoz de
prefiez post TE y lograr algunas respuestas a |a interpretacion
de los problemas reproductivos, conducentes a bajas tasas de
prefiez, se disefi6 este ensayo donde se determinan las con-
centraciones de P4 plasmatica, utilizando la técnica de ELISA,
como una buena herramienta predictora de la prefiez y que
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complementaria el diagnéstico de calidad y desarrollo del cuer-
po amarillo realizado por palpacién transrectal el dia 7 del ciclo
estral (CE) para determinar la posible viabilidad de prefiez que
puedan presentar estas receptoras post TE.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion

La presente investigacion se realizé en una explotacion
bovina ubicada en el Municipio San Simén del Estado Mona-
gas, Venezuela. Caracterizada por ser una zona de Sabanas
bien drenada, con altitud 350 m.s.n.m., latitud norte 9° 33’ 10"y
longitud oeste 63° 19’ 40"

Clima

El clima en esta finca corresponde a sabanas estaciona-
les e hipertérmicas, con precipitacién promedio de 1350 mm,
temperatura promedio anual de 26.4°C, con 7 meses de perio-
do seco (Noviembre a Mayo) y 5 meses de periodo lluvioso
(Junio a Octubre).

Epoca de Estudio

Los muestreos sanguineos se realizaron en el periodo
que tradicionalmente es el lluvioso, correspondiente a los me-
ses de julio a octubre. La oferta de forraje en cantidad y calidad
estuvo asociada al ciclo de lluvias, cambios de temperatura y
vientos.

Animales Experimentales

El estudio incluyé un total de 47 novillas mestizas Bos in-
dicus x Bos taurus receptoras de embriones bovinos de 2 a 2
% afios de edad con condicién corporal éptima de 5 y 6, en
base a la escala del 1 al 9 de ganado de carne [22] y con una
historia reproductiva ciclica regular, la observacion del celo fue
con el método AM - PM (30 min. de observacion en la mafana
y 30 min. en la tarde). La alimentacién usada en la finca fue la
tradicional, es decir, pastoreo rotativo de potreros con pastos
del genero Brachiaria sp. y con consumo de sales minerales ad
libitum.

Material Especifico para ELISA

Los materiales usados fueron kits diagndsticos para de-
terminar P4 en plasma sanguineo de uso comercial por el me-
todo de ELISA (Ovusure, de Cambridge Life Science Co., Ltd.
U.K), que contiene los siguientes reactivos: conjugado (P4
marcada con fosfatasa alcalina, 25 ml); tabletas de substrato
(fosfato de p-nitrofenil, 3 tabl. x 40 mg); buffer substrato (dieta-
nolamina 1.0 M, 25 ml), solucién frenadora (fosfato 0.5 M, 20
ml); Standard de P4 (0.5; 1.0; 5.0; y 10.0 ng/ml; 1 ml de cada
uno); microplaca de ELISA con 96 agujeros conteniendo el an-
ticuerpo de P4 y rejilla cargadora de microplacas. Se us6 un
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TABLA I

CONCENTRACIONES DE PROGESTERONA PLASMATICA
PROMEDIO EN RECEPTORAS DE EMBRIONES BOVINOS

(ng/ml, = DE)
Dia del 0 (Celo) 7 (TE) 21
Muestreo
Prenadas™ 0.85 D7D 12.16
(+ 0.52) (=1.82) (£2.18)
Vacias con TE* 1.4 6.2 0.82
(=1.93) (+ 3.26) (£ 0.42)

TE= Transplante de Embriones. =+ DE= + Desviacién Estandar.
* = ng/ml; + DE.

lector de placas de ELISA Multiskan Plus versién 1.4, ajustado
el espectrofotémetro para leer absorbancia a 405 nm.

Recoleccion de las Muestras de Sangre

Se colectaron 8 ml de sangre de las venas coccigeas en
tubos vacutainer con EDTA potasica el dia del celo (dia 0), el
dia de la transferencia de embriones (dia 7) y el dia 21, del ci-
clo a cada una de las 47 receptoras seleccionadas, previa
identificaciéon de los tubos colectores de sangre. Las muestras
fueron centrifugadas inmediatamente después de la coleccion,
para evitar su metabolizacion, por 15 minutos a 3000 rpm en
una centrifuga portatil (Fisher Scientific, modelo 228), y se
transegd el plasma obtenido a los viales plasticos identificados
para congelarlos a -20°C (congelador Gibson Heavy Duty
Commercial), hasta su procesamiento en el laboratorio [28,41].
Se uniformizaron todos los factores que pudieran influir en el
muestreo, haciéndolo a una misma hora en la mafiana (6:30
a.m.) de los dias del muestreo, manteniendo el mismo patrén
de recoleccidn, centrifugacién, congelacién y almacenamiento.

Confirmacion de Prefiez

La confirmacién de prefez se realizé, via palpacion
transrectal, 60 dias post-transplante.

Técnica de ELISA para P4

La cuantificacién hormonal se realizd utilizando el méto-
do descrito por Cambridge Veterinary Sciences L.T.D. en 1993,
Kubiak [15] y Munro [21], con kits de uso comercial. Previo a la
realizacién del andlisis de las muestras en el laboratorio, se
procedid a hacer unas pruebas de validacion del kit a usar para
tener un control de calidad del mismo, las cuales fueron: para
especificidad, la prueba de paralelismo y para precision, el cal-
culo del coeficiente de variaciéon (CV) intra e interensayo. La
evaluacion realizada al Kit utilizado sefialé que tiene paralelis-
mo. El CV intraensayo calculado fue de 5,77% y el CV interen-
sayo fue de 6,50% valores que estan dentro de los rangos 6pti-
mos de CV para ambas pruebas .

Anadlisis estadistico

Los andlisis estadisticos realizados fueron: correlacion,
para determinar el grado de asociacién existente entre las dife-
rentes concentraciones de P4 en los diferentes dias de mues-
treo; el analisis de regresion lineal, para verificar el grado de
prediccién de los valores el dia 7 del ciclo estral con las con-
centraciones de P4 de los diferentes dias del muestreo; el ana-
lisis de varianza (ANAVAR), para determinar diferencias signifi-
cativas de concentraciones de P4 entre el grupo de receptoras
prefiadas y vacias para los diferentes dias del muestreo, y la
prueba de comparacion de medias (TUKEY); los andlisis esta-
disticos para precision de los ensayos fue por el calculo de los
coeficientes de variacion intra e interensayo, utilizando el méto-
do descrito por Diaz [4] y Silvan [34]. Los analisis estadisticos
fueron realizados siguiendo los procedimientos descritos por
Steel y Torrie [37].

RESULTADOS

Las concentraciones de P4 en los dias del muestreo san-
guineo mostraron los siguientes datos de un total de 47 recep-
toras de embriones utilizadas en este ensayo: 18 de ellas
(38.3%) resultaron prefiadas y 29 receptoras (61.7%) resulta-
ron vacias. Las concentraciones de P4 plasmatica promedio
para los grupos de receptoras del ensayo durante cada uno de
los dias del muestreo, se muestran en la TABLA I.

En general, el patrén ciclico de las concentraciones de
P4 detectado en este ensayo, concuerda con los cambios que
ocurren durante el ciclo estral (CE) debido a la funcionalidad
del cuerpo luteo (CL), tanto para receptoras prefiadas como
vacias. Asimismo, los resultados de este y otros trabajos, pue-
den explicar la funcion luteal por medio de la cuantificacién de
P4 plasmatica sanguinea a nivel periférico durante estos dias
del muestreo [3, 8,9,10,16,19,23,29,31,36].

Las concentraciones de P4 presentaron una variaciéon
cuantitativa en funcién de la etapa del ciclo estral y del estado
fisiologico (vacia o prefiada) que presenté la hembra receptora
al dia del muestreo sanguineo. Para el dia 0 (celo), en las re-
ceptoras que quedaron vacias post TE, se observé un valor de
1.4 ng/ml en promedio, lo que indicé actividad luteal en ese
dia, esto fue debido a que una receptora presento valores ma-
yores de 0.5 ng/ml para ese dia; sin embargo, el ANAVAR no
demostrd significancia entre las concentraciones de P4 de es-
tas receptoras para ese dia, TABLA I.

Otras variaciones observadas individualmente en las
concentraciones de P4 con respecto a la longitud del CE en re-
ceptoras que quedaron vacias post TE, pueden ser debido a
fluctuaciones individuales diarias de estas concentraciones,
por la condicién metabélica y nutricional presentada por cada
animal al momento del muestreo sanguineo. Esto seria mucho
mas facil de demostrar cuando se toman muestras sanguineas
a intervalos mas cortos. También los CE largos se atribuyeron
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a mortalidad embrionaria que pudo haber ocurrido post TE y
alargar la aparicion del préximo celo post TE. Otros factores
que pueden afectar el patron ciclico de la P4 son la asincronia
por errores de deteccién del celo, celos sin ovulacion, regre-
sién prematura del CL el dia del transplante embrionario, tal
como lo sefalan Chagas [3], Markette [19], Pope [25], Reed
[30], y Stubbing y Walton [32].

La regresion lineal, y ANAVAR realizados para comparar
diferencias entre las concentraciones de P4 en los diferentes
dias del muestreo y entre los diferentes grupos de receptoras
{(prefiadas y vacias con TE), no demostré diferencias significa-
tivas (P > 0.05) entre los dos (2) grupos para los dias 0 (celo) y
el dia 7 (TE) del CE, TABLA Il, por lo que se concluye que las
concentraciones de P4 los dias 0 (celo) y 7 (TE) del CE, no
constituyen por si solas, un indicio seguro para la seleccion de
receptoras durante estos dias, pero si ayuda a no descartar
potenciales receptoras de embriones que tienen concentracio-
nes adecuadas de P4 y que a la palpacion transrectal poseian
CL pequenos.

En relacién al diagndstico precoz de prefiez en recepto-
ras de embriones bovinos se observé que a partir del dia 21
post celo, comienzan a existir diferencias significativas (P <
0.05) entre las concentraciones de P4 de los dos (2) grupos de
receptoras prefadas y vacias. En las receptoras prefiadas, la
media de P4 se mantiene alta, en comparacion con las recep-
toras vacias con TE cuyos valores bajan significativamente
dando inicio a un nuevo CE y entre sus medias no hay diferen-
cias significativas, TABLA lll, lo que nos da una herramienta
para determinar cuales receptoras post TE estan vacias a los
21 dias post celo y asi proceder inmediatamente a reciclarlas
para un nuevo programa de TE sin esperar el diagndstico por
palpacion transrectal a los 45 6 60 post celo.

Este tipo de diagnéstico de laboratorio (P4), tuvo una
efectividad de 75% en detectar receptoras prefiadas y de
100% en detectar las vacias correctamente para el dia 21 post
celo, teniendo como criterio de discriminaciéon 2 ng/ml de P4 en
plasma [8]. Hasler [8] sefala que al utilizar |la técnica de ELISA
para la determinacién de P4, a diferencia con la técnica de Ra-
dioinmunoensayo (RIA), los valores de ELISA pueden tener un
valor no tan exacto como el determinado por el RIA, de alli que
recomienda tomar el valor de 2 ng/ml de P4 como discriminato-
rio para este caso. Las hembras receptoras de embriones que
presentaron valores mayores a 2 ng/ml en plasma se conside-
raron prefiadas el dia 21 y valores menores o igual a 2 ng/ml
se consideraron vacias .

De las 29 receptoras diagnosticadas vacias 45 - 60 dias
post celo a la palpacién transrectal, sélo 6 de ellas fueron diag-
nosticadas incorrectamente como prefiadas por tener valores >
de 2 ng/ml el dia 21 post celo, es decir, 20% de ellas. Este
margen de error se debié a que estas receptoras presentaron
ciclos estrales largos. Las posibles causas de estos ciclos lar-
gos fueron debido a prefieces que no llegaron a los 60 dias, o
a la presencia de alguna disfuncion uterina resultante de conta-
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TABLA I

CONCENTRACIONES DE PROGESTERONA PLASMATICA
EN RECEPTORAS DE EMBRIONES BOVINOS LOS DiAS 0
Y 7 DEL CE (ng/ml)

Dia 0 (Celo) Dia 7 (TE)
Receptoras Prefadas 0.85+0.52ns 575+1.82ns
Vacias 1.40+1.93 ns 6.20 + 3.26 ns

TE= Transplante Embriones. n.s.= No significativo (P > 0.05).

TABLA lll

CONCENTRACIONES DE PROGESTERONA PLASMI}TICA
EN RECEPTORAS DE EMBRIONES BOVINOS EL DIA 21

POST CELO
Hembras Prefiada con TE Vaciacon TE
Receptoras
P4 (ng/ml) 12.16 + 2.182 0.82 + 0.42p

TE= Transplante de Embriones.
significancia P (< 0.05).

a, b = Diferentes letras hay

minacion con organismos patégenos al momento del transplan-
te y en general a mortalidad embrionaria.

CONCLUSIONES y RECOMENDACIONES

El presente trabajo presenta informacioén bésica aplicada
que permite entender los eventos reproductivos principales que
ocurren en las hembras receptoras de embriones bovinos, post
TE, explotadas en una zona de sabanas estacionales bien dre-
nadas al Oriente de Venezuela. La cuantificacién de P4 en
plasma sanguineo permitié describir los valores de esta hormo-
na en hembras receptoras de embriones bovinos post TE, tan-
to prefiadas como vacias, el cual es semejante a lo reportado
por la literatura.

A partir del dia 21 post celo, se puede hacer un diagnds-
tico precoz de gestacion con la técnica de ELISA, tomando en
cuenta concentraciones de P4 plasmatica, desde el dia 21 post
celo hasta el dia 24, lo que permitiria incluir en el diagndstico,
receptoras que realmente no estan prefiadas pero que presen-
tan ciclos largos (22-24 dias).

Las receptoras diagnosticadas vacias el dia 21 post celo,
pudieron haber sido utilizadas de nuevo como receptoras (reci-
claje rapido), sin tener que esperar la confirmacién del diag-
néstico transrectal tradicionalmente usado en la finca, sesenta
dias post celo, lo que pudo representar un ahorro en los costos
de mantenimiento de las mismas equivalente a treinta dias.

Los resultados de este estudio indican gue entre los dias
21-24 post celo y post TE, se puede determinar con una mues-
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tra, las concentraciones de P4 plasmatica a nivel de campo por
la técnica de ELISA, para obtener un diagnéstico precoz de
gestacion y animales vacios, y proceder a un reciclaje de re-
ceptoras mas rapido y eficiente, sin esperar a confirmar el
diagnostico por palpacién transrectal sesenta dias post celo.
Esto coincide con lo reportado en la literatura.
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