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Nota Técnica:

COMPARACION DE METODOS DE CONSERVACION PARA
MUESTRAS DE SANGRE Y LECHE EN LA DETERMINACION
DE LA CONCENTRACION DE LA PROGESTERONA.

Technical Note:

Comparison of methods to preserve blood and milk samples for
progesterone concentration determination

RESUMEN

Se evaluaron dos métodos de manejo de muestras de sangre y
eche para la determinacién de los niveles de progesterona en
48 vacas gestantes (3 meses), de las cuales 25 eran Mosaico
Perijanero (MP) con predeminancia de Holstein y 23 Criollo
Limonero (CL). Se procedio a tomar muestras de leche en el
sequndo ordefio, delcuarto posterior derechoy sedividid endos
alicuotas para T1 (sin descremar, con preservativo y a tempe-
ratura ambiente por 48 horas); y T2 (descremada, con preser-
vativo y congelada a -20 °C inmediatamente). También se
obtuvo una muestra de sangre en la vena yugular y se dividio en
dos alicuotas para T3 (suero a 5 °C por 48 horas) y T4 (suero
congelado a -20 °C inmediatamente). La progesterona fue
dsterminada por RIA. No se encontraron diferencias entre T1
vs. T2, ni tampoco entre T3 y T4. En base a los resultados
obtenidos se puede concluir que las muestras de leche pueden
ser manejadas atemperatura ambiente (28 °C) y las de suero a
tzmperatura de refrigeracion (5 °C) hasta por 48 horas sin
=f=ctar significativamente los valores de progesterona que se
oretenden determinar.

Palabras claves: Progesterona, métodos de determinacion,
vacas en produccién, RIA.

ABSTRACT

T2 evaluate two methods of handling in both bleod and milk
==mplesto determine progresterone concentration. Fourty eight
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3 mo.-pregnant cows from which 25 were crossbred with Holstein
predominance (Mosaico Perijanero: MP) and 23 were purebred
Criollo Limonero (CL). Milk samples were taken on afternoon
milking from the right, rear quarter. Each sample was divided
into two aliquots: T1, consisted in whole-milk preserved with
potassium dichromate inmediately after milking and stcred at
room temperature during 48 h.; T2, consisted in fat-free milk,
with preservative and stored at -20 °C inmediately prior to the
assay. Blood samples were collected from the jugular vein, and
they were divided into two aliquots: T3, serum sample stored at
5 °C for 48 h and the at -20 °C prior to the assay; T4, serum
sample stored at - 20 °C inmediately prior to the assay.
Progestorone concentrations were determined by RIA. No
differencebetween T1vs. T2 were observed, and neither between
T3 vs. T4, Results indicated that milk samples may be kept at 28
°C airtemperature and blood samples al 5 °C by 48 h prior to the
assay.

Key words: Progesterone, methods of determination, milking
cows, RIA.

INTRODUCCION

El reinicio de la funcién ovarica postparto puede ser
determinado a través de los niveles de progesterona presentes
en muestras de leche, suero sanguineo y otras sustancias
biolégicas utilizande la técnica de radicinmunoanalisis (RIA), la
cual se ha establecido que es de gran precision y confiabilidad.
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Para que este proceso de resultados confiables, las muestras
deben ser de alta calidad, por lo que el método de coleccién,
tratamiento y conservacién es de mucha importancia.

La técnica sugerida para muestras de leche por la FAQ/
IAEA* [14] consiste en la manipulacion de la muestra a tempe-
ratura de refrigeracion (4 °C) hasta su centrifugacion a 300 rpm
durante 10 - 15 min., utilizando dicromato de potasio o azida de
sodio come preservativo, luego almacenar las muestras de la
leche descremada a -20 °C hasta el procesamiento por RIA**.
Paramuestras de sangre, se sugiere separarinmediatamente el
plasma a 3000 rpm durante 10 - 15 min y almacenar las
muestras a -20 °C.

Se ha determinado que las concentraciones de
progesterona en sangre decrecen significativamente a medida
que aumenta el intervalo entre la coleccion de la muestra y el
proceso de centrifugacién, Reimers et al. [8], Brevel et al. [1],
Pulido [7]. La disminucién de la concentracion de progesterona
se debe aque existe una metabolizacidn por parte de las células
sanguineas, la cual aumenta a medida que aumenta el tiempo,
Pulido [7].

Estos procesos deben seradaptados a nuestras condicio-
nes ambientales; caracterizados en general por altas tempera-
turas y falta de servicios tales como electricidad y vialidad rural
adecuada; dificultando esto su conservacién in situy prolonga
el tiempo de traslado de las muestras a los centros de investiga-
cién.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecte de la
temperatura de conservacion de las muestras de leche y suero
durante las primeras 48 horas sobre la concentracién de la
progesterona.

MATERIALES Y METODOS

Elensayo se realizé en dos haciendas del Estado Zulia. La
primera correspendié a la Estacion Experimental “El Laral”,
propiedad del FONAIAP***, situada en el Municipio Mara. La
topografia es plana susceptible a las inundaciones; suelos
aluvionales de formacidn reciente; de regular a buena fertilidad
y de origen calcareo, Coplanarh [2]. La zona se caracteriza por
ser un clima seco tropical, presentando una temperatura media
anualde 28 °Cy precipitacion promedic de 920 mm, distribuidos
en forma irregular. El pasto en la explotacién es el aleman
(Echinochloa polystachya) regado por bordas rectas. El rebafio
es de raza Cricllo Limonero. El sistema de reproduccion es por
inseminacién artificial con semen de toros de la misma estacisn,
Las vacas en produccién se ordefian dos veces al dia sin apoyo
del becerro.

* Food Agricultural Organization / Internaticnal Atomic Energy Agen-
cy.

** Radioinmunoassay
*** Fondo Nacional de Investigaciones Agropecuarias.
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La segunda finca fue “La Esperanza” propiedad de la
Facultad de Agronomia de la Universidad del Zulia, la cual esta
situada en el Km 108 de la via que conduce de Maracaibo a
Machiques. La temperatura media anual es de 28 °C y la
precipitaciéon promedio de 1200 mm distribuidos bimodalmente
de abrila junio y de agosto a noviembre. El rebafio es un mestizo
con predominancia de Holstein y un componente indefinido de
las razas cricllas, Parde Suizo, y Cebl (Mosaico Perijanero).

Se utilizaron un total de 48 vacas, 25 en la hacienda La
Esperanzay 23 enla Estacion Experimental “El Laral”. Todas se
encontraban en buenas condiciones de salud, desparasitadas,
vacunadas segun el plan sanitario de cadafincay con promedio
de 102 + 17,4 dias de prefez.

Las muestras de leche (10 cc) se recolectaron del cuarto
posterior derecho de la ubre, al inicio del segundo ordefio del
dia, obteniéndose una muestra suficiente para dividirla en dos
alicuotas, previa adicion de cuatro flotas de dicromato de
potasio como preservativo, correspondiendo cada una a un
tratamiento:

T1: Leche sin descremar, conservada a temperatura
ambiente (28 °C) por 48 horas. Luego fue centrifugada a 3000
rpm (10 min) eliminando posteriormente la grasa por aspiracion
y almacenada a -20 °C hasta su procesamiento por RIA.

T2: Leche descremada es inmediatamente congelada a
-20 °C hasta su procesamiento por RIA. Este procedimientc es
elrecomendado porlalAEAy se consideré comotestigo en este
trabajo.

Las muestras de sangre (10 cc) fueron tomadas de la
vena yugular a través de un “vacutainer”, sin anticoagulante,
centrifugadas antes de 15 min a 3000 rpm por 15 min para
separar el sueroy éste dividido en dos alicuotas correspondien-
do cada una a un tratamiento:

T3: suero sanguineo almacenado con hielo (5 - 6 °C) por
48 horas, luego congelado a-20 °C hasta su procesamiento por
RIA.

T4: suero sanguineo almacenado inmediatamente a -20
°C hasta su procesamiento por RIA. Este tratamiento se tomé
como testigo debido a que es el recomendado por la IAEA.

Todaslas muestras se colocaron enviales de polipropileno
se trasladaron hasta el laboratorio de RIA de la Facultad de
Agronornia de la Universidad del Zulia.

Para la determinacién de la progesterona se siguié la
metodologia de RIA (FAQ/IAEA) [4].

Se realizé un analisis de varianza por el métode de los
minimos cuadradcs, considerando comoe variables indepen-



dientes los tratamientos y razas y, como variables dependien-
tes los niveles de progesterona en leche y suero sanguineo. Se
utilizé el procedimiento GLM del paquete estadistico SAS [9].

El modelo matematico utilizado para describir las varia-
oles en estudio fue el siguiente:

Yijk =u + Tj + Rj + (TxR) ij + Ejk
donde:
u = media general
Ti = efecto del i-ésimo tratamiento
Rj = efecto de la j-ésima finca.
(TxR) ij = efecto de la interaccién del i-ésimo trata-
miento por la j-ésima finca.
Eijk = error experimental.

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion de la progesterona en leche

Enla TABLA | se presentan los promedios de niveles de
orogesterona con respecto a los diferentes tratamientos. En los
resultados obtenidos, podemos observar que los valores mas
='tos de concentracién de progesterona se reportaron en el
matodo 2, siendo utilizado en elensayo comotestigo, debido aque
= leche fue descremada y congelada de manera inmediata a la
zoleccién; método recomendado para eliminar contaminantes.

TABLA |

MEDIAS CUADRATICAS + DESVIACION ESTANDAR DEL
ERROR PARA LOS NIVELES DE PROGESTERONA EN
LECHE CON RESPECTO AL METODO UTILIZADO

Método 6 N¢ obs. Nivel de Progesterona
Tratamiento en Leche (ng/ml)
1 48 2.35+0.23
ns
2 48 2.59+0.23

El valor de concentracién obtenido por el métode 1,
no muestra diferencias significativas con respecto al méto-
do 2 o testigo, y por tanto nos permite sugerir que pudiese
ser utilizado con suficiente confianza. Es importante sena-
lar que Ordofiez y col. [6], reportan el manejo de las
muestras atemperatura ambiente, la cualfue de 18 °C, sin
embargo las condiciones de este ensayo fueron de 28 °C
promedio. Nachereiner et al. [5], reportan que la leche
descremada puede ser conservada hasta por tres sema-
nas a 37 ° C preservada con azida de scdio sin que se
observen cambios en la concentracion de la progesterona.
=n nuestro caso fue conservada sin descremar.
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La TABLA Il nos permite observar los promedios en los
niveles de progesterona, de acuerdo con la finca donde se
encontraban los animales utilizados en el ensayo.

TABLA Il

MEDIAS CUADRATICAS + DESVIACION ESTANDAR DEL
ERROR PARA LOS NIVELES DE PROGESTERONA EN
LECHE CORRESPONDIENTES A LA FINCA

Finca N2 obs. Nivel de Progesterona
en Leche (ng/ml)
La Esperanza 25 2.29+0.23
ns
El Laral 23 2.65+0.22

No se encontraron diferencias entre los valores obtenidos
en las fincas que se analizaron, lo que es muy importante por
cuanto anade confianza al método en prueba.

Determinacion de la progesterona en suero sanguineo

Los resultados de la TABLA Il evidencian que no existe
diferencia significativa en los niveles de progesterona obtenidos
en suero con respecto al métode aplicado, implicando que las
muestras pueden ser mantenidas refrigeradas por el tiempo de
48 horas previo a la congelacién sin que ocurran cambios en la
concentracion de la hormona al momento de la determinacion en
el laboraterio.

Garcia y Edqvist [3], sefalan que la concentracién de
progesterona disminuye aceleradamente en las muestras san-
guineas sin separar, probablemente porque esta siendo
metabolizada a 20 a-dihydroprogesterona por la presencia de
los eritroctos; la separacién del suero de las células rojas inhibe
el metabolismo de la progesterona.

TABLA [l

MEDIAS CUADRATICAS + DESVIACION ESTANDAR DEL
ERROR PARA LOS NIVELES DE PROGESTERONA EN
SUERO CON RESPECTO AL METODO UTILIZADO

Método N® obs. Nivel de Progesterona
en Suero (ng/ml)
3 48 493+ 0.22
ns
4 48 4,75+ 0.22
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Estos datos concuerdan con lo citado por Reimers et al.
[8], Brevel y col. [1], y Pulido [7], quienes recomiendan la
centrifugacion inmediata de la muestra, para separar lo méas
rapido posible el suero de células sanguineas evitando errores
en la determinacién de las concentraciones de la hormona.

TABLA IV

MEDIAS CUADRATICAS + DESVIACION ESTANDAR DEL
ERROR PARA LOS NIVELES DE PROGESTERONA EN
SUERO CON RESPECTO A LA FINCA

Finca N® obs. Nivel de Progesterona
en Suero (ng/ml)
La Esperanza 25 4.48 +0.22
ns
El Laral 23 521+ 022

Los datos arrojados en la TABLA IV, nos muestran que no
hubo diferenciaen las concentraciones séricas de progesterona
en funcioén de la variable finca.

CONCLUSIONES

Al hacer las comparaciones de los diferentes métodos para
evaluarlos niveles de progesteronatanto enleche como en sangre,
podemos concluir que conservar las muestras de leche entera a
temperatura ambiente (28 °C), durante 48 horas y descremarla
luego para su congelacion no altera la calidad de las muestras y
permite una determinacién confiable de laprogesterona. Igualmente
podemos conservar las muestras de suero sanguineo por 48 horas
atemperatura de refrigeracion (5 °C)y luego congelarlas hasta ser
procesadas en el laboratorio.
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