Determinacion de niveles séricos de Gonadotrofina Corionica Equina
(eCG) durante la gestacion de la yegua por Radioinmunoanalisis (RIA)
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RESUMEN

El objetivo del trabajo es realizar la cuantificacion de los nive-
les de gonadotrofina coridnica equina (eCG) a lo largo de la
preiez de la yegua utilizando la téenica de radioinmunoanalisis
(RIA) con anticuerpos altamente especilicos. Se eligen 5 ye-
guas Pura Sangre de Carrera, de tres aiios de edad, con prefiez
confirmada por ecografia. Se extracn muestras de sangre sema-
nalmente desde el dia 0 al 120 del celo y una vez por mes hasta
¢l fin de la gestacion. Para determinar los niveles basales se
extraen muestras a hembras vacias y machos. Para ¢l RIA de
¢CG se emplea un anticuerpo policlonal de conejo altamente
especifico, eCG marcada con '**1 por el método de cloramina-T
limitante con 60+17% de rendimiento. Se obtienen curvas con
dosis minimas detectables de 8.4+2.5 ng/mL, curvas dosis-res-
puesta con pendientes de 0.9+ 0.3 y 100+£32ng/mL de dosis
50%. Los niveles basales en machos y hembras vacias fueron
148+88 ng/mL. En hembras prenadas los niveles aumentaron a
partir de los 35 dias alcanzando un maximo a los 50 dias para
retornar a niveles basales a partir de los 150 dias. En conclu-
sion se cuenta con un procedimiento altamente sensible y es-
pecifico para la determinacion de los niveles séricos de eCG en
la prefiez equina.

Palabras Clave: ¢CG, Gonadotrofina coriénica, gestacion,
radioinmunoandglisis, prefiez equina.

SUMMARY

The objective is to cuantitate levels of equine chorionic
gonadotropin (eCG) along the pregnancy of mare emplo-
ying a radioimmunoassay technique (RIA) developed
with highly specific antibodies. Five race mares were cho-
sen, three years old with pregnancies confirmed by echo-
graphy. Blood samples were collected from venipuncture
of the neck vein at weekly intervals between 0 (estrous)
and 120 days and monthly afterwards until parturition.
Blood samples from empty mares as well as males were
collected following the same procedure. A polyclonal
antibody raised in rabbits highly specific for eCG was
used for the radioimmunoassay. eCG labelled with '*°]
was produced by limiting chloramine-T method with
60+17% yield. Callibration curves with minimum detecta-
ble doses of 8.4+2.5 ng/mL, slopes 0of 0.9+ 0.3 and dose
equivalent to 50% binding (ED,, ) of 100+32ng/mL. Serum
levels of eCG in male as well as empty mare were 148£88
ng/mL. Pregnant mares eCG blood levels increased from
the day 35 reaching a maximum at 50 days and reaching
ground levels at approximately 150 days.

In conclusion a highly sensitive and specific procedure
is decribed for the determination of serum levels of eCG
along the mare’s pregnancy.

Keywords: eCG, chorionic gonadotropin, equine pregnancy,
radioimmunoassay.

INTRODUCCION

La gonadotrofina coridnica equina (eCG
equine chorionic gonadotropin) o gona-
dotrofina del suero de yegua prefiada
(PMSG, pregnant mare serum gonado-
tropin) es una hormona de peso molecu-
lar 68000 de naturaleza glicoproteina
producida por células trofoblésticas es-
pecializadas que invaden ¢l endometrio
materno para dar origen a las copas en-
dometriales (1) (11)

Niveles de ¢CG en suero comienzan a
ser detectados entre los 32 y 40 dias del
comienzo de la gestacion de layegua (13)
cuando estin en proceso de formacion
las copas endometriales (2) (8).

Hacia los 80 dias la concentracion de eCG
alcanza su pico maximo, asociado ésto
con cambios regresivos en dichas copas
seguido de un retorno a niveles basales
alrededor de los dias 140 a 200 en los
cuales esas estructuras comienzan un
proceso degenerativo lo que estaria de-
terminado por una respuesta inmunold-
gica materna (1) no existiendo mecanis-
mos hormonales de retroregulacion (9).
La evolucion del desarrollo de esa es-
tructura endometrial especializada coin-
cide entonces con los niveles de eCG
detectados en sangre (4). La funcién de
la eCG, como plantean algunos autores,
es estimular ¢l desarrollo folicular pro-
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duciendo multiples ovulaciones con for-
macion de cuerpos liteos que mantienen
la gestacion. Otros afirman que la eCG
no es reconocida por los receptores de la
FSH de la yegua, por lo tanto su aceion
seria solamente como hormona luteotro-
fica (15). Existen multiples factores que
determinan los niveles hormonales pro-
ducidos por cada animal. Entre ellos des-
tacamos la influencia del genotipo ma-
terno asi como de la etapa de gestacion.
Varios autores sostienen que también hay
una influencia de la raza de la yegua (3)
asi como de la cantidad de veces que haya
gestado previamente (13).
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Algunos investigadores observaron que
si la yegua concebia en ¢l primer celo
post parto los niveles eran superiores a
las que concebian en celos pasteriores.

El genotipo fetal incide sobre la secre-
cion de eCG. También se demostré una
mayor produccidn en los niveles hormo-
nales de yeguas que cursan prefeces
miultiples.

La eCG, obtenida a través de un proceso
de extraccion y purificacion, a partir de
suero de yeguas prefiadas, es utilizada
en programas de superovulacion en las
diferentes especies domésticas (12),
como bovinos y ovinos (14) e induccion
de celo en ovinos (7) y demas especies,
debido a su capacidad de exhibir respues-
ta LH y FSH (9). Presenta la ventaja de
su bajo costo de obtencion, purificacion
y la de su vida media larga, la cual nos
permite lograr el efecto deseado con una
unica dosis, facilitando asi el manejo de
su administracién.

Teniendo en cuenta la multiples aplica-
ciones de la eCG, en la optimizacion del
manejo reproductivo de diferentes espe-
cies y considerando las variaciones indi-
viduales, genéticamente determinadas
que presenta en forma individual cada
yegua productora de eCG, destacamos la
importancia de poder contar con una he-
rramienta (til al momento de seleccionar
hembras donantes con un nivel mayor de
hormona circulante, lo que determinaria
un mayor rendimiento en la etapa de ex-
traccion.

El objetivo del presente trabajo es poner
a punto una técnica mediante la cual se
pueda cuantificar valores de ¢CG en suero
de yeguas prefadas por radioinmunoa-
nilisis (RIA). En nuestro pais no hay
antecedentes de la valoracion de la eCG
por esta técnica. Se han empleado pro-
cedimientos de neutralizacion del anti-
geno por administracion en ratas del an-
ticuerpo especilico (16). EI RIA es una
metodologia que ha aportado muchos
datos al momento de cuantificar tanto
sustancias fisiologicas como medicamen-
tos, en diferentes fluidos bioldgicos.
(5).(6).(17).

Consiste ¢n la competencia entre una
molécula marcada (trazador) vy otra no
marcada (analito) por los limitados si-
tios de unién de un reactivo especifico
(el anticuerpo). Una vez alcanzado el

equilibrio el porcentaje del trazador uni-
do al anticuerpo especifico es inversa-
mente proporcional a la cantidad de ana-
lito presente. Este procedimicnto, debe
cumplir los requisitos de exactitud, pre-
cision, sensibilidad y reproducibilidad
para que tenga validez el resultado que
obtengamos de él. Como el orden de sen-
sibilidad con que trabajamos es de pico-
gramos cs necesario extremar controles
de calidad internos y externos para obte-
ner resultados confiables.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de suero analizadas se ob-
tuvieron de una poblacién de 5 yeguas
Pura Sangre de Carrera (PSC), de tres
anos de edad provenientes de un haras
del departamento de Canelones. Se ex-
trajeron muestras de sangre por puncion
yugular a intervalos post servicio, sema-
nales entre 0 y 120 dias v mensuales
desde ese tiempo hasta el final de la ges-
tacion. Ademas se realizaron extraccio-
nes en hembras no servidas asi como
machos para control negativo de gesta-
cion y control de reaccion cruzada con
gonadotrofinas hipofisarias respectiva-
mente. Las gestaciones fueron diagnos-
ticadas por ccografia,

Para el desarrollo del RIA se realizaron
marcaciones de ¢CG? con '] de alta
concentracion de actividad, libre de por-
tador y de agentes reductores mediante
la téenica de cloramina-T limitante. Se
dispensaron 5 pg de ¢CG en un vial de
fondo conico de polietileno de 1.5mL de
capacidad con 10 pL de solucién regula-
dora de fosfatos 0.5M pH 7.4

Se midieron en un calibrador de dosis’
500 pCide "len 1 a5 pl de volumen.
Se adiciond un volumen de 10 pL de clo-
ramina-T diluida en el momento, a partir
de una solucion madre de 30 mg/mL., re-
cientemente preparada. Se dejo reaccio-
nar durante 1 minuto con agitacién con-
tinua evitando la formacion de espuma.

El rendimiento de marcacion se evalud
mediante una prueba ripida e inespecifi-
ca de precipitacién de una pequenia ali-
cuota de la proteina marcada diluida en
100 pL de albdmina 5% con 1 mL de
acido tricloroacético (TCA) al 20%. El
precipitado se separd por centrifugacion
a 3000 rpm durante 3 a 5 minutos y se
midio en un contador gamma de pozo.

Finalizada la marcacion se procedio a la
purificacion de la proteina marcada me-
diante filtracion por columna de Sepha-
dex G-25 equilibrado con un buffer con
proteinas. Las fracciones correspondien-
tes a la eCG marcada fueron colectadas
y fraccionadas en la dilucién de trabajo.
Las mismas se conservaron durante 5a 7
semanas a -20°C.

Para el andlisis se emplearon anticuer-
pos policlonales de conejo anti-eCG es-
pecificos. Se prepararon estandares de
diferentes concentraciones de ¢CG? (9.8-
19.6- 39.2- 78.9- 156.8- 312.5- 623-
1250- 2500 ng/mL) en una matriz de suero
equino macho, libre de la hormona, para
ser utilizada como curva de calibracién.
Como segundo anticuerpo se usé una
inmunoglobulina de oveja anti-IgG de
conejo (desarrollado por los autores) con
una pequena concentracion de suero nor-
mal de congjo.

Se desarrolld el siguiente procedimiento
de RIA:

En tubos de poliestireno de 12x75 mm
transparentes previamente numerados y
por duplicado se dispensaron S0pL de
estandares o muestra, luego se adiciona-
ron 100pL de primer anticuerpo de co-
nejo anti-eCG diluido 1/5000. Se homo-
geneizo el contenido v se incubaron los
tubos durante 2 horas a temperatura
ambiente. Luego de ese periodo se agre-
garon 100 pL de eCG-""1 y se dejo incu-
bando por 18 horas a temperatura am-
biente,

La separacion de la fraccién unida al an-
ticuerpo se realizo con agregado de
100uL de una mezcla de anticuerpo anti-
1gG de congjo, diluido al 1/5 con 0.3% de
suero normal de conejo,

Se realizé una nueva incubacion de 2
horas a temperatura ambiente seguida
de la incorporacion de S00pL de polieti-
I¢nglicol al 8%. Se incuban los tubos 30
minutos a 4°C y se centrifuga durante
30 minutos a 4°C a 3000rpm.

Se aspira el sobrenadante y se dejan los
tubos invertidos por 10 minutos. Se mide
el precipitado en un contador® durante |
minuto.
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RESULTADOS

Se efectuaron nueve marcaciones de
eCGY con '"1° con rendimientos de
60+17%, actividades especificas de
137487 MBqg/nmol y una incorporacion
de '] de 1.04£0.3 dtomos de yodo por
molécula de eCG,

La Grafica 1 muestra una curva de cali-
bracion normal del radioinmunoanilisis
en donde en ordenadas se representa la
respuesta de % de actividad unida al
anticuerpo sobre el total de actividad del
cada tubo y en abscisas se representa la
potencia declarada de ¢CG en el calibra-
dor expresada en ng/mL. En ¢l mismo
grafico se representa una curva de varias
diluciones de una muestra de eCG de una
yegua prefiada preparada en buffer con
BSA al 1% y otra preparada en suero
equino libre de ¢CG (macho) a fin de es-
timar las condiciones de matriz en las
que el estindar presenta mayor parale-
lismo con las muesiras a analizar., Se
obtuvicron curvas con dosis minimas
detectables (DMD) de 8.4+2.5 ng/mL,
rangos analiticos de 40-240ng/mL con in-
certidumbres inferiores al 10%, pendien-
te de la curva dosis-respuesta de valor 0.9
+ (.3 en el intervalo de 9 a 2500 ng/ml,
dosis 50% (D, ) de 100£32ng/mL. (10)

LaGrafica 2 muestra los CV% de la cur-
va dosis-respuesta en donde, en ordena-
das se representa la incertidumbre por-
centual propia del andlisis y en abscisas
el logaritmo natural de la concentracion
de ¢CG en todo el intervalo de validez
del analisis.

La Grafica 3 muestra las curvas de pre-
fiez normal tipicas de ¢CG en ng/ml en
funcion del tiempo post servicio, en dias,
para la poblacion seleccionada, mostran-
do un miaximo del orden de 40000ng/mlL.
a los 80 dias en una de las curvas,

En forma simultinea, la valoracion de una
yegua no gestada dio un nivel promedio
basal de 148+£88ng/ml, Se aleanzaron ni-
veles de 238004 135000ng/ml en el valor
miximo de respuesta a los 68+17 dias
con un inicio de la descarga de ¢CG a los
52417 dias y retornando a niveles basa-
les en ¢l entorno de los 181+£31 dias,

La Grafica 4 muestra la variabilidad de
¢CG en diferentes periodos de tiempo
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"COMPAC 120 (PICKER, USA).

Radioinmunoanalisis de eCG

1.2
i eC G estandar (ng.mL)
—M—F5 ensuero aquino libre
0.8 —&—F5 en bulter trabajo
E 0.6 -
[
0.4 -
0.2’
o
10 100 1000 100

eCG(ng/ml)

Grifica 1. Representa una curva estandar del radioinmunoanalisis de ¢CG con un estindar
de Sigma de referencia preparado en una matriz de suero equino macho y
niveles de concentracion acordes con los de las muestras a analizar. Ademds se
representa en el mismo plano una dilucion de suero de yegua prefiada desde 4
hasta 1/100 a fin de verificar las mejores condiciones de paralelismo entre el
estandar y las muestras problema. Las diluciones se efectuaron en suero
equino macho y en buffer fosfato salino con seroalblimina bovina.
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Grifica 2. Muestra los CV% promedios donde en ordenadas se representa la
incertidumbre porcentual propia del andlisis y en abscisas el
logaritmo natural de la concentracion de ¢eCG en todo el intervalo de

validez del andlisis.

de una yegua sin preiez, con valores pro-
medios basales de 148488ng/ml. La gri-
fica representa los niveles de eCG en
ng/mL en funcién del tiempo en dias.
Considerando una respuesta del orden
de 20000 ng/mL el porcentaje expresado
en la grafica representa aproximadamen-
te un 0.5% de una respuesta positiva ti-
pica (p< 0.00005).

La Grafica 5 muestra una curva de nive-
les hormonales en una yegua con com-
portamiento diferente del resto de la po-
blacion, Luego de varios servicios efec-

tuados a los 2, 16 y 21 dias del celo, con
gestacion confirmada por ecografia, esto
no se correspondid con niveles tipicos o
caracteristicos de ¢eCG en la prefez. A
partir de 80 dias se observa una caida de
los niveles de ¢CG probablemente debi-
do a una muerte embrionaria. Lucgo de
una segunda serie de servicios a los 296,
298 y 301 dias con referencia al primer
celo, se confirma por ecografia, la ausen-
cia de gestacién, acompanada por valo-
res bajos de ¢CG. Se llevan a cabo nue-
vos servicios que terminan a los 329 dias
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Grifica 3. Muestra la curva tipica de ¢CG en ng/ml en funcidn del tiempo post
servicio en dias para la poblacion seleccionada. El nivel promedio
basal es de 148+88ng/ml, Se alcanzan niveles de 25800+£15000ng/ml
en ¢l valor mdximo de respuesta a los 68+17 dias. Se inicia la descarga
de PMSG a los 52417 dias y retorna a niveles basales en el entorno de
los 181+31 dias. Los tiempos intercalados en el grifico son solo
marcadores de! punto correspondiente y no corresponden con los
promedios de la curva tipica.
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Grifica 3, Muestra la variabilidad de ¢CG en diferentes periodos de una yegua
sin prefiez, con valores promedios basales de 148+88 ng/ml. La grifica
representa los niveles de eCG en ng/mL en funcion del tiempo en dias.
Considerando una respuesta del orden de 20000 ng/mL el porcentaje
expresado en la grifica representa aproximadamente un 0.5 % de una
respuesta positiva tipica (p< 0.00005).

con un diagndstico de gestacion positi-
vo por ecografia, observindose la cleva-
cion correspondiente en la curva de eCG
alos 377 y 382 dias.

DISCUSION

Se optimizé la téenica de radioinmunoa-
nilisis para las condiciones de la pobla-
cion aanalizar. Se logré un procedimien-
to sensible y especifico de deteccion de
eCG en suero de yeguas preiiadas. Los
niveles de ¢CG basales se encuentran en
la region de deteccion minima del andli-
sis y al presentar las curvas de prefiez
niveles 20 a 100 veces superiores a los
niveles basales la sensibilidad asi como
la especificidad clinica resultaron alta-
mente significativas.

La dosis minima detectable (DMD) fue
estimada en la misma matriz equina, la
curva de calibracién se extiende hasta
niveles de 2500ng/ml, el calibrador es
preparado en una matriz que le confiere
identidad con el analito enddgeno. La
probabilidad de reaccién cruzada con
hormonas hipofisarias es despreciable
dado que los niveles hormonales de ¢eCG
en la prefiez son significativamente mds
elevados que los niveles circulantes en
sueros de yeguas no prefadas.

Con respecto al diseno del trabajo, las
variaciones entre especimenes son pro-
pias del escaso nimero de datos (n=4)
aunque desde el punto de vista de lares-
puesta al estimulo dichas variaciones son
significativas.

Desde el punto de vista de la poblacion
seleccionada, el estado sanitario de los
especimenes es excelente en lo referente
a nutricion asi como a atencién médica
recibida, dado que son animales de raza
PSC. Las curvas normales de niveles de
¢CG alo largo de la gestacion son signi-
ficativamente distintas en comparacion
con los niveles de ¢CG en yeguas vacias
siendo hasta 200 veces superior a los ni-
veles basales en el miximo de respuesta.

Analizando las curvas obtenidas en la
poblacidn total y considerando la inci-
dencia de problemas reproductivos en
estos animales, se considera un impor-
tante logro la deteccion de una reabsor-
cion en el grupo seleccionado. Observan-
do las variaciones entre las muestras tes-
tigo y la observada en la yegua que mos-
trd la reabsorcion, las diferencias son al-
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Figura 5. Muestra una curva de gestacion con varios servicios electuados: a los
2, 16 y 21 dias sc realiza la primera serie con gestacion confirmada por
ecografia. Posteriormente se presenta una nueva actividad ovarica. Se
hace una segunda serie de servicios a los 296, 298 y 301 dias con
referencia al primero, se conlirma, por ecografia, la ausencia de gestacion.
Se llevan a cabo nuevos servicios que terminan a los 329 dias. De este
tltimo resulté un diagndstico de gestacion positivo por ccografia y se
observa la elevacion correspondiente en la curva de eCG, La grifica
representa en ordenadas los niveles de eCG en ng/mL encontrados en
funcion del tiempo transcurrido en dias,

tamente significativas entre si y respec-
to a las basales.

La curva anormal descrita en la Fig. 5 no
tuvo, en el intervalo de 400 dias en los
que se extrajeron muestras de sangre, ni-
veles caracteristicos de una prefiez nor-
mal. Se hizo un primer servicio conlir-
mando la gestacion por ecografia que lue-
2o no fue acompaniado por un aumento
de la ¢CG en el tiempo correspondiente.
Posteriormente se hicieron otros servi-
cios en los cuales hay aumentos relati-
vos y escasos de eCG que coinciden con
el final del periodo de recoleccion de
muestras, Los valores de ¢CG en esta
ctapa (del orden de 2000 ng/mL) sugie-
ren que hay una gestacion de no mis de
40-50 dias en curso.

CONCLUSIONES

La dosificacion por radioinmunoanilisis
de la eCG permite detectar niveles de

concentracion mis bajos y por lo tanto
determinar con mayor sensibilidad el
inicio de la produccion de la hormona
por las copas endometriales durante la
pestacion.

Dicho tiempo de inicio es, por esta me-
todologia, de 52+17 dias lo cual si bien
esta de acuerdo con la literatura, la dis-
persion de la media incorpora un dato
clinico de valor para el diagnostico.

E1RIA es reproducible, altamente espe-
cifico y sensible. Las mejores respues-
tas se producen en el intervalo de dosifi-
cacion entre 10y 1200 ng/mL basado en
el patrén de calibracion seleccionado.

La concentracion de ¢CG medida en di-
luciones de sueros de yegua prefada,
permitié descubrir un cfecto de dilucion
que obliga a seleccionar suero equino li-
bre {macho) como matriz para preparar
¢l estandar de calibracion asi como las

diluciones de muestras excesivamente
elevadas.

Se efectuaron extracciones semanales en
los tiempos en que se requeria conocer
con precision el momento de inicio de la
produccion de ¢CG. Posteriormente se
efectuaron extracciones mensuales. Se
hizo un muestreo que no perjudico en
nada a los animales. Desde ¢l punto de
vista de la investigacidn de los proble-
mas reproductivos de la yegua, ¢l segui-
miento de niveles séricos de ¢CG tiene
importancia en la deteccion de reabsor-
cion como fenémeno inmunolégico con
una frecuencia no despreciable. En esta
patologia el comportamiento social del
animal no siempre constituye una cvi-
dencia de la pérdida embrionaria siendo,
en cambio, evidentes las caidas bruscas
de niveles circulantes de eCG (p<0.001).
En suma, se detectd precozmente una
curva patologica en la poblacion de ye-
guas prenadas por RIA de eCG sin com-
portamiento de celo, comprobindose
luego de posteriores servicios, acompa-
flados por ecografias positivas y niveles
de ¢CG clevados que habia una gesta-
c¢ion en curso. La metodologia aplicada
es simple y de escasa agresividad para el
animal teniendo precaucion de cumplir
los cuidados sanitarios requeridos.

Probablemente con una casuistica mayor
se pueda optimizar el umbral a partir del
cual la secrecion de ¢CG es significativa,
Ademis la tendencia ascendente en de-
terminaciones sucesivas ayuda cn la es-
timacion de ese umbral permitiendo que
la reabsorcion sea detectada con preci-
sion aun mas precozmente.
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