
REVISTA CIENT~FICA, FCV-LUZ 1 Vol. XI, N" 1,41-46,2001 

EL ENSAYO INMUNOFLUOROMÉTRICO (FIA) EN LA MEDICIÓN 
DE TESTOSTERONA EN CAPRINOS 

Use of lmmunofluorometric Assay to Measure Testosterone Serum Concentration 
in Crossbred Male Goats 

Héctor E. Soto C.', Bernardo H. González B.', Gustavo López M.', Ignacio contreras3, Ángel C. Bello B.' y ~ ictor  ~ e r c h á d  
1 Departamento de Biología Experimental, Centro de Estudios Biomédicos y Veterinarios, 

Universidad Nacional Experimental Simón Rodríguez. Municipio Salias, Edo. Miranda, Venezuela. 
2 Fondo Nacional de investigaciones Agropecuarias, Estación Experimental "El Cuji"'. Edo. Lara, Venezuela. 

3~ección de ovinos y capinos, ~ e ~ i t a h e n t o  de Producción Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias, 
Universidad Central de Venezuela. 

RESUMEN 

En el presente trabajo se evaluó la concentración de testostero- 
na, a partir del estímulo con Hormona Liberadora de Gonadotro- 
pinas (GnRH) en machos caprinos mestizos, explotados bajo 
condiciones tropicales, mediante el ensayo inmunofluorométrico 
estandarizado (sistema DELFIA~), a fin de deteminar si por 
este tipo de ensayo se alcanzan valores similares a los obteni- 
dos por otros sistemas de determinación hormonal. Para ello, 
fueron estimulados con una dosis alta de GnRH (1500 pg), cua- 
tro caprinos adultos, sometidos a asistencia y control sanitario 
permanentes. Se tomaron muestras de sangre cada 20 min, an- 
tes y después de la estimulación. La sangre obtenida fue centri- 
fugada y el suero sanguíneo fue utilizado para realizar el ensa- 
yo. Los resultados indicaron un valor medio de testosterona de 
7,915 A 3,85 ng/mL antes de la estimulación. Después de la esti- 
mulación la concentración promedio fue de 12,92 I 6,2 ng/mL. 
Estos resultados se asemejan a los reportados por la literatura 
citada lo cual indica que los valores de concentración de testos- 
terona obtenidos por inmunofluorometría son similares a la de 
otros tipos de ensayos, garantizando datos confiables a la hora 
de establecer un patrón de valores de testosterona sérica para 
los caprinos de la ganadería nacional. 

Palabras clave: lnmunofluorometria (FIA), testosterona, Ra- 
dioinmunoensayo (RIA), cabras, GnRH. 

ABSTRACT 

Testosterone concentration in crossbred male goats grown in 
tropical conditions was evaluated by immunofluorometric stan- 
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dardized essay (DELFIAB system). The goats were maintained 
with permanent attendance and sanitary care. Four male goats 
were stimulated with a high dose (1500 pg), of Gonadotropin 
Release Hormone (GnRH), for the determination testosterone 
concentration in serum. Blood samples were obtained every 
twenty minutes, two times before and six times after the stimu- 
lation with GnRH. The blood samples were centrifuged, serum 
was separated and used to carry out the immunofluorometric 
essay. The results indicate an average of testosterone in se- 
rum of 7.96 i 3.85 ng/mL before the stimulation. The average 
of testosterone concentration in serum after the stimulation 
was of 12.92 I 6.2 ng/mL. These results are similar to those 
reported in the references, this indicates that the immuno- 
fluorometric method shows average of the concentration, com- 
parable to other methods, and it can guarantee reliable data 
when establishing the pattern of testosterone values in serum 
for caprines national livestock. 

Key words: lmmunofluorometry (FIA), testosterone, Ra. 
dioimmunoassay (RIA), goats, GnRH. 

La Organización de las Naciones Unidas para la Alimen- 
tación y Agricultura (FAO) propuso en 1970, un consumo míni- 
mo de proteínas de 60 glpersonaldía, de los cuales, al menos 
10 g deberían ser de origen animal. Los países en vías de de- 
sarrollo -Venezuela entre ellos- están muy por debajo de esa 
cifra, debido en parte a una producción animal deficiente. Ve- 
nezuela presenta una superficie aproximada de 4 millones de 
hectáreas de zonas áridas y semiáridas poco rentables para la 
cría de ganado bovino o la agricultura que podrían rentabilizar- 
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se con ovinos y caprinos, como alternativas que permitan 
aprovechar dichas zonas [13, 141. En Venezuela sin embargo 
estas explotaciones aún presentan poco nivel de desarrollo. 
Son pocos los trabajos de investigación relacionados con las 
características reproductivas y endocrinas de estas especies a 
pesar del significativo esfuerzo hecho al respecto por Leyva-0- 
cariz y col. p, 8, 91 quienes fundamentalmente han estudiado 
las hembras de la especie en tales regiones, motivando a rea- 
lizar estudios en machos con el objetivo de establecer los pa- 
trones reproductivos de los caprinos en Venezuela. 

La testosterona es uno de los esteroides fundamentales 
asociados al proceso de reproducción. Asegura la diferencia- 
ción sexual y el desarrollo de los caracteres sexuales secun- 
darios macho semental y regula la secreción de gonadotropi- 
nas. Se encarga de la virilización externa durante la embriogé- 
nesis, la mayor parte de la maduración sexual y la vida sexual 
adulta, incluyendo la iniciación y mantenimiento de la esper- 
matogenesis. De alli la importancia de determinar cuáles son 
los valores de testosterona sérica libre normales y cuál es el 
máximo una vez que es estimulada su producción con GnRH. 
El 98% de la testosterona circula unida a globulina transporta- 
dora y albúmina, siendo el 2% libre la fracción biológicamente 

testosterona sérica en un tipo de visón (Mustela vison), de- 
mostrando que FIA era un método reproducible de procedi- 
mientos más sencillos, con posibilidades de procesar un ma- 
yor número de muestras en menos tiempo y sin riesgos opera- 
tivos importantes. Por otra parte en 1993 Menjivar y col. [12], 
compararon el FIA (sistema Delfia) con RIA para medir hormo- 
nas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH). Los resulta- 
dos mostraron ventajas a favor del FIA en términos de sensibi- 
lidad, especificidad, volumen de muestras procesadas, larga 
vida de los reactivos así como la eliminación del uso de mate- 
rial radiactivo. En 1995 Ellioit y col., 141, determinaron la con- 
centración de las hormonas esteroides estradiol, progesterona 
y testosterona en suero bovino, utilizando el kiR-Delfia-FIA al 
cual compararon con ELISA y RIA. Los métodos tuvieron una 
correlación alta entre ellos (r osciló entre 0,91 y 0,97 respecti- 
vamente). Por otro lado. el FIA demostró ser un método fácil, 
con adecuada sensibilidad para medir hormonas esteroides en 
rumiantes [4]. Esta técnica ha sido empleada para la medición 
de esteroides en bovinos en Venezuela por el grupo de trabajo 
que realizó la presente investigación 13, 15, 16, 181 con resul- 
tados similares a los obtenidos en esta especie por otros auto- 
res utilizando RIA. 

activa y disponible [5]. Los valores de referencia de esta última El objetivo de este trabajo fue determinar a través de la 
en los hombres adultos masculinos son 1,243 nglmL y en la técnica inmunofluorométrica (FIA) DELFIA, los valores séricos 
mujer adulta 0,3 ng1mL. En machos cabríos explotados en normales en caprinos venezolanos y los valores máximos una 
condiciones tropicales, se han reportado valores desde 0,4 vez que estos animales son estimulados con GnRH. 
ngImL hasta 17,5 ngImL, donde además se determinó un com- 
portamiento estaciona1 importante 21. En Australia los valores 
reportados para machos cabríos de las razas Merino y Boo- MATERIALES Y METODOS 

roola oscilaron entre 0.27 v 7,12 ndmL (101. . . . 
En décadas pasadas, desde que en 1959 fue utilizado 

por primera para medir la insulina, el Radiolnmunoensayo 
(RIA) permitió estudiar la dinámica endocñna en la mayoría de 
las especies de mamíferos y significó por lo tanto un gran 
avance en el conocimiento de la fisiología de la reproducción. 
Recientemente -gracias al alto desarrollo de la inmunología- 
se han introducido técnicas para medir hormonas que prescin- 
den del uso de material radiactivo altamente contaminante, 
como lo son ELlSA (Enzima inmunoensayo) que se basa en 
lecturas de actividad enzimática y el Fluoroinmunoensayo 
(FIA), que se basa en la capacidad de fluorescencia generada 
por una reacción antigeno-anticuerpo. El fundamento en am- 
bos inmunoensayos es la competencia entre una hormona 
marcada y la hormona presente en un suero problema. El FIA 
se basa en la competencia entre testosterona marcada con 
europio y la proveniente de la muestra problema, por un anti- 
cuerpo anti-testosterona, donde el lector detecta el europio li- 
bre que fluoresce al formar miscelas con agentes quelantes. 
Dicha fluorescencia es inversamente proporcional a la concen- 
tración de testosterona presente en las muestras 

El ensayo se realizó durante el mes de Agosto de 1999, 
en época lluviosa, en las instalaciones del Centro de Investiga- 
ciones Agropecuarias del Estado Lara (CIAE-LARA) del Fondo 
Nacional de Investigaciones Agropecuarias ubicadas en la pa- 
rroquia catedral del municipio autónomo Iribarren, estado Lara, 
Venezuela. Geográficamente se encuentra a 10'9' latitud nor- 
te, 69"18' longitud oeste, con una altura de 580 m.s.n.m. Po- 
see una extensión de 99 ha de las cual& 84 están destinadas 
tanto para la explotación caprina como para la ovina. Sus sue- 
los van de franco-arcillosos a franco-arcilloso- arenoso con un 
drenaje moderado, poco profundo y con una capa vegetal 
compuesto principalmente de pasto buffel (Cenchrus ciliaris) y 
pasto estrella (Cynodon nemfluensis). Se encuentra en una 
zona de vida denominada monte espinoso premontano con 
una precipitación anual promedio de 546,3 mm, temperatura 
media anual de 32,9"C. humedad relativa media anual de 
29,2%, evaporación media anual de 1981,7 mm, radiación me- 
dia anual de 511,7 Langley y una velocidad del viento de 
9,7 Kmlh. 

Un grupo de 28 caprinos puros y mestizos en diverso 
grado de las razas Nubian, Alpino, Canario, Canario mediterrá- 

Aún cuando todavía en 1986 la testosterona fue medida 
neo y Criollo, mantenidos como reproductores del rebaño de la 

en cabras, utilizando la técnica del RIA [9, 181, ya para 1987 
estación, se les evaluó la condición física, clínica y parasitoló. 

Bertofi y col. [l], compararon RIA y FIA en la determinación de 
gica así como calidad espermática, previo al experimento. Del 
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lote se seleccionaron 4 caprinos (01 Nubian, 02 Alpinos y 01 
mestizo: N1368, A839, A833 y H294) de edades comprendi- 
das entre 16 y 20 meses, en buenas condiciones de salud. Se 
escogieron animales con excelente calidad espermática (80- 
90% de motilidad individual, +++ o ++++ de motilidad masal, y 
< de 25% de atipias espermáticas) indicador indirecto de pro- 
ducción apropiada de testosterona. Todos los animales selec- 
cionados tenían buen estado comoral. 

Evaluación física, clínica y parasitológica 

Los parámetros evaluados antes de la estimulación con 
GnRH fueron: peso corporal, circunferencia escrotal, tempera- 
tura corporal, hematocrito y parasitemia mediante la técnica de 
Woo [19] y frotis directo. La evaluación parasitológica fue reali- 
zada para descartarla presencia de hemoparásitos. 

Evaluación hormonal 

Los 4 caprinos, después del seguimiento descrito fueron 
estimulados por vía intravenosa con una solución acuosa que 
contenía la hormona liberadora de gonadotropinas GnRH cuya 
dosis única fue 1500 pg. Procediéndose posteriormente a to- 
mar muestras de sangre utilizando agujas Venoject, calibre 20, 
estériles con fundas protectoras y tubos venoject estériles, sin 
anticoagulantes de IOcc, cada 20 min durante 2 h consecuti- 
vas y luego se tomaron 3 muestras cada h, hasta completar 5 
en total. Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 
10.000 g dentro de las 2 h posteriores a la toma de la muestra 
para obtener suero sanguíneo que se separó y trasvasó a tu- 
bos de almacenamiento debidamente identificados. Los sueros 
fueron almacenados congelados a -20°C hasta el momento de 
determinar la testosterona. La determinación de la concentra- ' cián se realizó mediante un ensayo estandarizado Inmunofluo- 

I rométrico. El método es un fluoroinmunoensayo en fase sólida, ' basado en la competición entre tesiosterona unida a europio y 
testosterona de las muestras por un anticuerpo policlonal anti- 

testosterona obtenido de conejo. La testosterona de los stan- 
dards, del control y las muestras inhiben selectivamente la 
unión de la testosterona marcada con europio con el anticuer- 
po, quedando libres para ser disociados. El europio libre forma 
miscelas que fluorescen en presencia de agentes quelantes 
aportados por el kit de reactivos, siendo la fluorescencia inver- 
samente proporcional a la cantidad de testosterona contenida 
en las muestras, la cual es medida empleando un equipo co- 
mercial para diagnóstico "in vitro" DELFIA~ de Wallace Oy, 
N" A050-101. 

Estadística 

Se empleó el método denominado "T de Student alter- 
no", apropiado para grupos de datos con desviaciones stan- 
dart diferentes, con el objeto de comparar las concentraciones 
de la hormona antes v des~ués de la estimulación con GnRH. 
Se utilizó el programa estadístico, denominado "GraphPad Ins- 
tait 1990-1994 GraphPad software.v2.05a". 

Evaluación física y parasitológica 

Los resultados del chequeo previo realizado antes de la 
estimulación con GnRH no mostraron valores distintos a los es- 
perados en animales en buen estado de salud. Los valores de 
hematocnto fueron los esperados así como los de circunferen- 
cia escrotal. Por otro lado, no se detectó la presencia de hemo- 
parásitos por la técnica de Woo o de frotis directo y coloreado. 

Evaluación hormonal 

Los datos obtenidos con respecto a la concentración de 
testosterona producida por los animales posterior al reto con 
GnRH se muestran en las FIGS. 1, 2, 3 y 4, para cada capri- 
no evaluado, y en las TABLAS I y II para todo el grupo de ani- 
males. 

-40 -20 O 20 40 60 80 100 
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FIGURA 1. VALORES DE TESTOSTERONA PREVIO Y POSTERIOR AL RETO CON GnRH (ANIMAL N1368). 
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FIGURA 2. VALORES DE TESTOSTERONA PREVIO Y POSTERIOR AL RETO CON GNRH (ANIMAL A839). 
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FIGURA 4. VALORES DE TESTOSTERONA PREVIO Y POSTERIOR AL RETO CON GNRH (ANIMAL A833). 
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FIGURA 3. VALORES DE TESTOSTERONA PREVIO Y POSTERIOR AL RETO CON GNRH (ANIMAL H294). 
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TABLA 1 
VALORES PROMEDIO DE CONCENTRACI~N DE TESTOSTERONA (ng/rnL) OBTENIDOS PREVIO Y POSTERIOR 

AL RETO CON GNRH 

Tiempo (min) Animal N1 368 Animal A839 Animal H294 Animal A833 

-20 4.83 14,3 5,98 9,82 

-40 4,41 13,22 5,s 8,18 

O 3.55 13,57 5 7,31 

20 2,61 7,17 5,44 4,56 

40 16,64 6 4,1 14,82 

I 
60 18,27 11,82 16,29 14,94 

80 21,48 11 .O8 16,9 20,54 

1 O0 20,27 10,03 1433 21 

En cursiva los valores be-estimulación con GnRH coeficiente de variación intmensayo 4%). 

TABLA 11 sar cual anormalidad es responsable de la respuesta diferente 

RESUMEN y ANÁLISIS ESTAD~ST~CO DE LOS VALORES presentada por el animal identificado con el A839. 

DE TESTOSTERONA (nglrnL) PREVIO Y POSTERIOR Es importante destacar la necesidad de realizar investi- 
AL RETO CON GNRH gaciones con un mayor número de animales, a fin de estanda- 

Preinyección de GnRH Postinyección de GnRH rizar los valores normales de Testosterona y utilizarlos como 

7,96 i 3,8Sa 12,92 t 6,zb patrón para de determinar si un animal bajo condiciones de ex- 
plotación tropical produce o no niveles adecuados. Este traba- 

n = 1 2  n =20 jo permitió establecer que la inmunofluorometria (FIA) siste- 
P = 0,0092. ma DELFIA- es apropiada como una técnica altamente confia- 

ble y segura para la determinación de los valores de testoste- 
Se presentaron diferencias altamente significativas rona en caprinos sugiriéndose la posibilidad de realizar deter- 

(P = 0,0092) en la concentración de testosterona antes y des- minaciones para otras hormonas con esta misma técnica, que 
pués del estímulo con GnRH. El valor promedio de testostero- ha sido comparada exitosamente con otras técnicas como el 
na sérica fue de 12,92 6,2 ngimL dicho valor se alcanzó a un radioinmunoensayo y ELlSA por otros autores [ l ,  41. 
tiempo entre 60 y 80 min posterior al estímulo con GnRH. Es- 
tos resultados son similares a los valores promedio reportados 
por la literatura 2, 10, 11. Uno de los caprinos evaluados no CONCLUSI~N 

presentó diferencias significativas entre los valores pre y pos 
estimuiación (A839, FIG. 2). Los valores pre estimulación de Los valores de Testosterona en caprinos obtenidos por 

este animal, presentaron una media de 13, 7 ngimL, siendo inmunofluorometria sistema DELFIA- son similares a los re- 

este mucho más alto que el reportado por la literatura para ni- portados por la literatura a través del uso del RIA. En conse- 

veles basales y para el valor basal promedio obtenido en este cuencia el sistema es capaz de evaluar este esteroide, lo que 

trabajo (7,96 i 3,85 ng/mL). Es posible que esta alta concen- resulta altamente beneficioso por la rapidez con que se obtie- 

tración de testosterona se deba a alguna anomalía en la regu- nen los valores y por la seguridad que ofrece al operador. 
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