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de testosterona, 11-cetotestosterona y 17S-estradiol
en plasma de lubina (Dicentrarchus labrax L. ) *
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RESUMEN: El radioinmunoensayo (R.I.A.) ha sido la técnica mds usada en
estos ultimos anos para el estudio de los niveles plasméticos de esteroides.
En el presente trabajo, el método se validé para la testosterona, ll<cetotesios-
terona y 17B-estradiol en plasma de lubina. Previamente al ensayo, se extra-
jeron los esteroides del plasma vy, posteriormente, se purificaron por cromato-
graffa en columnas de Sephadex LH-20 con el fin de aumentar al maximo la
especificidad del ensayo. Las recuperaciones de las tres hormonas después de
este proceso fueron altamente satisfactorias (testosterona: 852 %; ll-cetotes-
tosterona: 88,7 %; 17@-estradiol: 71,6 %). En el ensayo, para separar la fraccién
de esteroide unida al anticuerpo del esteroide libre, se utilizé la precipitacion
fraccionada con PEG, presentando muy bajos niveles de uniones inespecificas.
El R.IA. presenté buena sensibilidad, especificidad y precision, mientras que
la exactitud del ensayo demostrd ser una técnica valida para la estimacion de
testosterona, 11-cetotestosterona y 178-estradiol en plasma de lubina.

SUMMARY: VALIDATION OF RADIOIMMUNOASSAY FOR THE MEASUREMENT OF PLASMA
 TESTUSTEROME, 11-KETOTESTOSTERONE AND 17(-ESTRADIOL IN THE SEA BASS (Dicentrarchus
labrax L.). — In the last years, radioimmunoassay (R.I.A) has been used In
order to measure plasma steroid levels, The present work validates R.L.A. for
determination of testosterone, 1l-ketotestosterone and 17B-estradiol in the
plasma of sea bass. Prior assay and to increase the assay specificity, the plasma
steroids were extracted and purified on Sephadex LH-20 columns. The reco-
veries (testosterone: 85.2%, ll-ketotestosterone: 88.7 %, and 17f3-estradiol:
71.6 %) after chromatography were satisfactories. Precipitation with PEG was
used to separate the steroid-antibody complex from free steroid, showing
very low levels of non-specific counts. The assay showed a good sensibility,
specificity and precision; its accuracy demonstrated that R.IA. is a valid
technic for the measurement of plasma testosterone, ll-ketotestosterone and
17B-estradiol in the sea bass.

* Recibido el 18 de febrero de 1986. Aceptado el 3 de abril de 1986.
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INTRODUCCIGN

Para el estudio de la fisiologia de la reproduccidn es de gran importancia
el conocimiento de los niveles plasmaticos de las diferentes hormonas que
controlan el proceso reproductor.

Los ovarios y los testiculos de los teledsteos son capaces de sintetizar es-
trégenos, andrégenos y progestigenos que estidn estrechamente implicados en
la regulacién endocrina del ciclo reproductor, en la produccién de gametos
y en la atraccidon entre congéneres (ver revision FOSTIER ef al., 1983).

El método mds utilizado actualmente en la determinacion de los niveles
hormonales es el radicinmunoensayo (R.I.A.). Este método fue inicialmente
usado en el estudio de la insulina (BERSON y Yarow, 1959; YaLow y BERSON,
1959) v es valido para la determinacién de cualquier tipo de hormona proteica
con capacidad inmunogénica. Recientemente el R.I.A. se ha extendido al estu-
dio de otros agentes biolégicos de naturaleza no proteica, entre los que se
encuentran los esteroides (WU y LuNDy, 1971; ABRABAM, 1973, 1974; ANDERSON
et al., 1976; ABRAHAM et al., 1977).

Desde que IpiLER et al., (1960) identificaron 1l-cetotestosterona en plasma
de salmdn, se han llevado a cabo numeroscs estudios tendentes a la identifica-
cidn y cuantificacidon de los estercides gonadales de los teledsteos (IDLER, 1972),
siendo el R.I.A. el método mds utilizade en esta ultima década (SIMPSON
y WRIGTH, 1977; FOSTIER et al, 1978; Cook et al., 1980; Scoot et ai., 1980; Fos-
TIER et al., 1982; LAMBA et al., 1982; SOWER y SCHRECK, 1982; BURKE et al., 1984;
VAN der Kraak et ai., 1985; ROSENBLUM et al., 1985; entre otros).

El presente trabajo forma parte de una serie de estudios llevados a cabo
en nuestro laboratorio con el fin de investigar los cambios hormonales que
tienen lugar a lo largo del ciclo sexual de la lubina y su objeto es la validacién
y desarrollo del R.ILA. para la determinacidn de los niveles plasmaticos de
testosterona, 1l-cetotestosterona y 17 fJ-estradiol en la mencionada especie.

MATERIAL Y METODOS

Animales y obtencion del plasma

Machos (887,3 + 53,7 g; 44,7 + 0,8 ¢cm) v hembras (1066 + 85,7 g; 46,8 +
+ 1,3 cm) adultos de lubina criados en nuesiras propias instalaciones fueron
mantenidos a fotoperiodo y temperatura naturales en tanques de 12 000 litros,
bien aireados y provistos de renovacién continua de agua de mar. A los anima-
les, mensualmente se les extrajo entre 0,5 y 1 ml de sangre; en lo posible, el
muestreo se llevd a cabo en las ultimas horas de la manana. La sangre, una
vez recogida en tubos heparinizados, se centrifugd durante 20 min. a 3000 rpm
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en una centrifuga Heraeus-Christ Minifuge GL; el plasma separado se guardoé
a — 30°C hasta su posterior analisis.

Reactivos

Todos los disolventes utilizados fueron de calidad analitica (Merck) excep-
to el etanol que fue de calidad pura (PANREAC).

Los esteroides no radioactivos (testosterona, 1l-cetotestosterona y 17 B-es-
tradiol) fueron adquiridos a Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). Con
ellos se prepararon soluciones stock a una concentracién de 100 pg/ml disol-
viéndelos con etanol a 20°C y almacenédndolos a 4°C.

Las soluciones de (1, 2, 6, 7-*H)testosterona (93 Ci/mmol), 11-ceto (1,2-°H)
testosterona (40 Ci/mmol) y (2,4, 6, 7-*H)estradiol (93 Ci/mmol) fueron ad-
quiridos a Amersham International (Amersham, Inglaterra) y se diluyeron
con benceno: metanol (9:1 v/v) a una concentracion de 5 pCi/ml, almacenan-
dose también a 4°C.

Para el ensayo se utilizé tampon fosfato 0,01M, pH = 7,25 conteniendo gela-
tina al 0,1 % (TPG). Para la dilucién de los anticuerpos se utilizé tampon
y-globulina conteniendo 0,5 mg de vy-globulina por mililitro de TPG. Para
precipitar el complejo unido esteroide-anticuerpo se utilizo polietilenglicol
6000 (PEG) al 25 % (Merck). Los componentes del liquido de centelleo fueron
adquiridos a Merck y se mezclaron para obtener una solucidn que contenia
4 g de PPO (2,5-difeniloxazol}, 0,1 g de POPOP (2,2-p-fenilen bis(5-feniloxazol))
por litro de tolueno.

Anticuerpos

Los anticuerpos (anti-testosterona-3-carboximetil-BSA, anti-178-hidroxian-
drost-4-ene-3,11-dione-3-carboximetil-BSA y anti-17 §-estradiol-6-carboximetil-
BSA) producidos en conejo se almacenaron a — 30°C a una dilucion inicial
de 1/100 y nos fueron donados generosamente por el Dr. A. FosTIER del Labo-
ratoire de Physiologie des Poissons (I.N.R.A.) en Rennes (Francia). La y-glo-
bulina de conejo nos fue asimismo donada por el Dr. FosTIER. Esta ultima
‘ambién se almacendé a —30°C a una concentracién inicial de 5 mg/ml

Extraccion y cromatografia

A cada alicuota de 0,1 ml de plasma se le afiadié un volumen igual del es-
teroide radiactivo apropiado (aproximadamente 1200 cpm) con el fin de de-
terminar su recuperacién. Las muestras fueron extraidas en 10 volimenes
de etilacetato: ciclohexano (1:1 v/v) agitando en un vértex durante 20 segun-
dos aproximadamente. Inmediatamente después fue congelada la fase acuosa
y la organica recuperada. Esta operacién se repitié por segunda vez, tras lo
cual la fase organica fue evaporada y el residuo disuelto con 0,2 ml de etanol.
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La purificacién se realizé por cromatografia en columnas de Sephadex
LH-20 (Pharmacia Fine Chemical) utilizando diclorometano: metanol (95:5 v/v)
como disolvente. Los extractos, evaporados y redisueltos con 0,2 ml de disol-
vente, se transfirieron a las columnas (12 cm de longitud x 0,5 cm de didme-
tro); posteriormente se lavaron las paredes internas de los tubos con 0,1 mi
mas de disolvente que fueron igualmente transferidos a las columnas. Una
vez puestos los extractos en la columna, se procedié a la separacion afiadiendo
disolvente.

En las muestras provenientes de los machos, se descartaron los primeros
1,2 ml recogiendo los siguientes 1,6 ml que contenian la fraccion de testoste-
rona y 1l-cetotestosterona. En las muestras provenientes de las hembras,
también se descartaron los 1,2 ml primeros, recogiendo los 1,6 ml siguientes
(testosterona), descartando asimismo los 2,1 m] que pasan a continuacion
y volviendo a recoger los 3,2 ml ultimos en que se obtiene la fraccién de
17B-estradiol (fig. 1). Las fracciones asi obtenidas fueron evaporadas y redi-
sueltas en 0,2 m! de etanol, almacenandose a — 20°C.

Radioinmunocensayo

El R.IA. se realizé de acuerdo con lo descrito por FOSTIER ef al. (1978,
1982). Los extractos secos de plasma fueron disueltos en 0,35 o 0,5 ml de TPG.
Tras un precalentamiento a 40°C durante 10 min., se tomaron tres alicuotas
de 0,1 ml cada una, dos para ensayarlas por duplicado y la tercera para deter-
minar el porcentaje de recuperacion.

Para construir la curva estandar, se prepard un banco de diluciones
(5-1000 pg/0,1 ml) con TPG, a partir de la solucion stock del esteroide apropia-

/s RADIQACTIVIDAD
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Fic. 1.— Patrones de elucién de testosterona y ll-cetotestosterona (1), estrona (2) y 1703-
estradiol (3) de cromatografias con columna de Sephadex LH-20. Los datos representan
la media de los porcentajes de radiactividad encontrados en 10 columnas realizadas.
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do; posteriomente, para el ensayo, se tomaron por triplicado 0,1 ml de cada
dilucidn.

Estandares y muestras se procesaron conjuntamente, afiadiendo 0,1 ml
del anticuerpo correspondiente, diluido con tampon v-globulina hasta 1/3500
(anti-testosterona), 1/7500 (anti-11-cetotestosterona) o 1/2500 (anti-17 B-estra-
diol. Después de adicionar el esteroide radioactivo apropiado (10 000-12 000
cpm/0,1 ml), los tubos se incubaron a 20°C durante 3 h. Tras la adicion de
2 ml de PEG al 25 % en tampén fosfato sin gelatina, los tubos se mantuvieron
toda la noche a 4°C con el fin de que precipitase la fraccion ligada. Una vez
terminada esta fase, la fraccién ligada se compacté en el fondo de los tubos,
tras una centrifugacién a 3200 rpm, a 14°C y durante 40 min. (centrifuga Jouan
K110), descartando el sobrenadante. Después de una nueva adicién de 2 ml de
PEG al 25 %, se procedié a una nueva centrifugacion durante 30 min. El so-
brenadante se descarté y el precipitado se redisolvié en 0,1 ml de etanol
puro; una vez disuelto, se afadieron 2,8 ml de liguido de centelieo procedién-
dose seguidamente a medir la radioactividad en un contador de centelleo li-
quido LKB Wallace 1212 Rackbeta.

Con el fin de conocer la radioactividad total, las uniones no especificas
(N) y el maximo ligado (Bo), respectivamente, se procesaron simultaneamente
5 tubos con sélo esteroide radioactivo, 3 tubos sin anticuerpo pero con y-glo-
bulina y 6 tubos sin esteroide no radicactivo,

Cdlculos y andlisis estadistico

La curva estandar se rectificé mediante la tranformacion logit:

Bi — N

logit(Bi/Bo) = 1
git(Bi/Bo) nBo—Bi

Las muestras se evaluaron por interpolacién en la curva estandar, utilizando
un programa realizado en un ordenador Hewlett Packard 9826.

La exactitud del ensayo se calculé mediante regresiones. La relacidn exis-
tente entre las variables fue puesta de manifiesto por el coeficiente de corre-
Jacién. La bondad del ajuste de la regresién se determino comparando el coe-
ficiente de regresién (b) con el cero, mediante un analisis de la varianza. Por
otra parte también se utilizé un test t-Student para comparar el parametro
‘2’ de la recta con el cero v la pendiente con el 1 y asi observar si la recta
pasaba por el origen y si los valores medidos variaban en la misma pro-
porcién que los esperados.

Para el estudio de paralelismos entre distintas curvas, se realiz6 un
analisis de la covarianza a fin de observar la similitud entre sus pendientes.
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RESULTADOS

CURVAS ESTANDAR

Las distintas curvas estandar de cada hormona mostraron una buena co-
rrelacién, mientras que las pendientes presentaron poca variacidn; por otra
parte, las uniones no especificas no superaron, en ningun caso, ¢l 1% de la
radioactividad total del ensayo {cuadro I).

SENSIBILIDAD

La sensibilidad, definida como la menor cantidad de esteroide que es dis-
tinta del «cero estandar» al 95 % de limites de confianza (ABRaBAM ef al., 1977;
CHARD, 1978), oscilé en el caso de la testosterona, entre 20-40 pg/tubo, mien-
tras que en el caso de la ll-cetotestosterona y 17B-estradiol fue mayor (10-
30 pg/tubo y 5-10 pg/tubo, respectivamente).

ESPECIFICIDAD

La especificidad del ensayo depende principalmente de la especificidad del
anticuerpo. Para calcularla, se ensayaron distintas concentraciones de posi-

CUADRO 1

Correlaciones y pendientes de las curvas estindar de testosterona, ll-cetotestosteromna
y 178-estradiol, y uniones inespecificas de los ensayos realizados para cada hormona.

Correlacicnt™ Pendiente® - Uniones inespecificas™
Testosterona re= 008 a —0995 ¥ = 1041 1184 + 109
8D = 0053 (n=4) (1,04 + 0,08 %)
CV=511%
11-cetotestosterona r=-0993 a ~0998 X = —0952 360 + 53
SD=0016 (n=4) (0,87 £ 0,13 %)
CV =8,03%
17B-estradiol r= 0995 a —0997 X = -059% 1040 + 20,8
. SD=0024 (n=3 (0,98 + 0,10 %)
CV=251%

(1) Rango en que oscilaron los coeficientes de correlacion de las distintas curvas estandar
para cada hormona.

(2) Media (X), desviacion estandar {SD) y coeficiente de variacion (CV) de las pendientes
correspondientes a las curvas estandar construidas para cada hormona. Entre parén-
tesis se indica el nimero de curvas estandar realizadas.

(3) Media + error estandar de la media de cuentas por minuto {cpm). Enire paréntesis
se indica el porcentaje de radiactividad con respecto a la radiactividad total del ensayo,
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bles esteroides competidores de la hormona a ensayar con el anticuerpo usado
en el ensayo. Las reacciones cruzadas, evaluadas como la cantidad de esteroi-
de competidor que produce un 30 % de inhibicién en la unidn del esteroide
a ensayar con el anticuerpo y expresadas como porcentaje, fueron aceptables
en todos los casos. Los resultados obtenidos se muestran en el cuadre IL

CUADRO 11

Especificidad de los anticuerpos para la testosterona, ll-cetotestosterona
y 17B-estradiol utilizados en los ensayos.

Reaccion
Anticuerpo Esteroide competidor cruzada (%)W
Testosterona®® Testosterona 100
11-cetotestosterona 3
5g-dihidrotestosterona 40,7
Androstendiona 14
S@-androstan-33,173-dicl 22
Sa-androstan-3e,17f-diol 6,2
11B-hidroxiandrostendiona 0,23
11B-hidroxitestosterona <0,1
17R-estradiol <0,1
Dehidroeptandrosterona <01
17g-hidroxi-208-dihidroprogesterona
11-cetotestosterona  1ll-cetotestosterona 100
Testosterona 1,4
11B-hidroxitestosterona 0,79
Sg-androstan-17f3-oi-3-one 0,64
Dehidroepiandrosterona <{,1
Androstendiona <01
Androsterona <{,1
Se-androstan-3(3,17f-diol <01
S5g-androstan-3a,178-diol <0,1
1783-estradiol <0,1
17a-hidroxi-203-dihidropregestercna <0,1
17B3-estradiol 178-estradiol 160
Estrona 3,11
6-cetoestradiol-178 295
1é-cetoestradiol-1783 215
16-epiestriol 1,88
Estriol 0,34
17a-estradiol <01
Testosterona <0,1
11-cetotestosterona <0,1
17ee-hidroxi-208-dihidroprogesterona <0,1

{1) Medida como la cantidad de esteroide competidor que produce un 50 %
de inhibicién en la unién de testosterona, 1ll-cetotestosterona o 178-es-
tradiol (segun el casc) con el anticuerpo, expresado en porcentaje.

(2) Datos cedidos por el Dr. Alexis FostieRr, del Laboratoire de Physiologie
des Poissons de Rennes (Francia).



CUADRO III

Precisién de los R.I.A. de testosterona, ll-cetotestosterona y 17B-estradiol realizados.

Precision intraensayo'’

Precision interensayo'™®

Testosterona X = 1,656 ng/ml;

X = 0,845 ng/ml;

X = 6,635 ng/ml;
11-cetotestosterona X = 0,513 ng/ml;
X = 2.211 ng/mi;
178-estradiol X = 1,590 ng/ml;
X = 4,010 ng/ml;

SD = 0,163;
SD = 0,646;
SD = 0,028;
SD =0,138;
SD = 0,165;
SD = 0,337,

CV = 943 %
CV =1034%
CV =972%
CV = 562%
CV = 6,26 %
CV =1039%
CV =841 %

(n=4
mn=4
(n=4
(n=3)
(n =6
(n=4)
(n=14)

% = 5250 ng/ml; SD =049%; CV=943%

X = 2765 ng/ml; SD =0.261;, CV = 946%

¥ = 1,810 ng/ml; SD =0272; CV =1503%

(n=3)
{n =3)
(n = 3)

(1) Media (X), desviacién estandar (SD) y coeficiente de variacion (CV) de réplicas de una misma muestra ¢n un misino ensayo.

(2) Media (X), desviacién estandar (SD) y coeficiente de variacion (CV) de réplicas de una misma muestra cn distintos ensayos.

98¢
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PRECISIGN

La precision fue calculada evaluando la variacién intraensayo (dentro de
un mismo ensayo) y la variacién interensayo (entre distintos ensayos). La
primera se determiné utilizando un numero determinado de repliclaciones de
un mismo «pool» plasmatico, colocando los tubos al azar entre todos los
del ensayo y calculando posteriormente los coeficientes de variacion. La pre-
cisién interensayo se determind calculando el coeficiente de variacién de una
misma muestra en distintos ensayos. Los resultados estuvieron dentro de los
l{mites aceptables y se presentan en el cuadro IIL

EXACTITUD

La exactitud del ensayo fue determinada por los test de dilucion y de so-
brecarga. El primero se realizé diluyendo tres plasmas, con alto contenido
en el esteroide apropiado, a 1/2, 1/3, 1/4, 1/6 y 1/8. Posteriormente, se esti-
maron los esteroides para cada dilucién y se compararon los valores medidos
con los esperados mediante una regresién (fig. 2), observandose, en todos los
casos, un buen ajuste de la recta (ANOVA, p <C0,01), y que la pendiente y el
origen de coordenadas no diferian significativamente de 1y 0, respectivamente
(t-Student, p < 0,05). Los coeficientes de correlacion fueron 0,884, 0,974 y 0,979
para la testosterona, 1l-cetotestosterona y 17 $-estradiol, respectivamente.

El test de sobrecarga se realizé adicionando cantidades conocidas de este-
roide apropiado (de 1 a 30 ng/ml) a 3 plasmas con bajo contenido en ese
esteroide. Después de medidos se compararon, como en el caso anterior, los
valores encontrados con los esperados (fig. 3). El ajuste de las rectas fue

CUADRO 1V

Niveles plasmaticos de testosterona, ll-cetotestosterona en machos y de 178-
estradiol en hembras de lubina, durante los meses previos a la puesta y los
meses de puesta, estimados por R.LA.

Testosterona'™ 1l-cetotestosterona®™ 173-estradiol™
Noviembre 1,616 £ 0,153 (15) 1,392 £ 0,211 (15) 2,020 + 0,258 (8}
Diciembre 1,528 £ 0,313 {8 3,305 £ 0,367 (&) 3,506 = 0,596 (8)
Enero 2,255 + 0,531 (8 3,736 £ 0,697 (8) 3,848 + 0,927 (6)
Febrero 1,039 + 0,301 (D) 2374 £ 0,966 (7) 4,850 + 1,712 (5)
Marzo 0,510 = 0,230 4 0,364 + 0,138 (5) 0,687 £ 0,190 (3)

(1) Media + error estdndar de la media. Entre paréntesis se indica el numero
de individuos.
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bueno (ANOVA, p << 0,01) y la pendiente y origen de coordenadas no difirie-
ron de 1 y 0, respectivamente (t-Student, p << 0,05). Los coeficientes de corre-
lacién fueron 0,984 para la testosterona, 0926 para la 1l-cetotestosterona
v 0,930 para el 17 B-estradiol.

Por otra parte, con los plasmas diluidos, se construyd una curva con trans-
formacidn logit y su pendiente se comparé con la de la curva estandar me-
diante un analisis de la covarianza (fig. 4). No se observaron diferencias sig-
nificativas entre las pendientes en ningun caso (p <C0,05), manifestandose
un buen paralelismo entre las curvas.

DISCUSION

Aunque los anticuerpos de esteroides son muy especificos para la subs-
tancia contra la cual se ha obtenido, siempre existe el riesgo de la aparicién
de fendmenos de reaccién cruzada con otros esteroides. Por ello, es preciso
extraer v purificar los esteroides plasmdticos a estudiar, como paso previo
al R.I.A., de cara a aumentar al maximo la especificidad.

En el presente estudio, la purificacién se realizé por cromatografia en
columna, utilizando Sephadex LH-20, obteniéndose buenas recuperaciones de
testosterona (85,2 + 04 %; n = 120) y ll-cetotestosterona (88,7 + 0,6 %;
n = 182); no obstante, la recuperacién del 17 B-estradiol fue sensiblemente
menor (71,6 + 0,5 %; n = 92), aunque concuerda con los resultados obtenidos
por otros autores (Wu y Lunpi, 1971). McGreGor 11 et al. (1981), sin usar el
paso cromatografico, obtienen valores similares de recuperacion, por lo que
cabe pensar que la pérdida de este esteroide se produce en la extraccion,
puesto que es la hormona mas polar; esto concuerda con el hecho de que, en
estudios realizados con hormona estdandar, cromatografiada directamente,
se obtienen recuperaciones del orden de 80-90 % (Prat, 1985).

Uno de los requerimientos del R.IA. es utilizar un buen método de sepa-
racién de la fraccién ligada de la libre. En la mayoria de los R.I.A. para es-
teroides, el método utilizado es el del carbén activo recubierto con dextrano
(Wu y LunDy, 1971; ABRAHAM et al, 1977; SIMPSON y WRIGHT, 1977; LaMmBa et al,
1982; Baynes y Scort, 1985); en este estudio se ha utilizado el polietilenglicol
para favorecer la precipitacion de la fracciéon ligada (FOSTIER et al, 1982). Se
demuestra que el método es bueno, debido a que se obtuvieron valores muy
bajos de interferencias no especificas (£1%) y, por tanto, los resultados
no son alterados.

Las curvas estandar se construyeron mediante transformacién logit con el
fin de linealizar la curva. De esta manera se facilita la lectura, por interpo-
lacién, de las muestras desconocidas. Cada curva presentd unos coeficientes
de correlacién del orden de — 0,99, vy las pendientes mostraron poca variacion



292 F. PRAT, M. CARRILIO Y A. DE MONES

(cuadro @), sugiriéndose asi una buena precisién entre las curvas estandar de
distintos ensayos. No obstante, este tipo de curva presenta ciertos inconve-
nientes, como el de que los extremos de la recta son los mas imprecisos, ya
que presentan los intervalos de confianza mas amplios (CHarp, 1978), por lo
que, conviene diluir o concentrar las muestras con el fin de intentar que los
valores medidos estén lo mas cerca posible de la parte central de la recta.

La sensibilidad del ensayo fue satisfactoria para las tres hormonas ensaya-
das, presentdndose mas sensible el R.I.A. de 178-estradiol. No obstanle, la
sensibilidad se puede aumentar o disminuir por varios métodos (CHARD, 1978),
segin las necesidades del investigador.

La especificidad del ensayo depende mayoritariamente de la especificidad
del anticuerpo, como ya se menciono anteriormente. Esta fue buena para la
li-cetotestosterona ¥ 17 fB-estradiol que prescntaron bajo porcentaje de reac-
cién cruzada (cuadro II). Sin embargo, en el caso de la testosterona, el anti-
cuerpo mostré reaccién cruzada con la ll-cetotestosterona (31 %) y 5 g-dihi-
drotestosterona (40,7 %). De esta ultima hormona no existen referencias de
que se encuentre en el piasma de los peces; la 1l-cctotestosterona, en cambio,
si se encuentra, siendo una de las hormonas mas importantes en los machos.
No obstante, su reaccién cruzada se puede obviar, ya que s¢ ha observado que,
en la lubina, cuando las concentraciones de testosterona son maximas, las de
11-cetotestosterona son minimas (PrRAT, 1985).

La precisién de los ensayos fue aceptable, no variando excesivamente de
los margenes propuestos por CHarp (1978), y esta de acuerdo con oiros autores
(BURKE et al., 1984; Scmurrz, 1984; Kimme y DoLgeN, 1985). Por regla general,
la precisién intraensayo suele ser mayor que la interensayo (ABrAHAM, 1974),
aunque, en este estudio, son similares en el caso de la testosterona.

La exactitud del ensayo, definida como el grado en que la muestra estu-
diada se acerca al valor verdadero (CHArp, 1978), fue satisfactoria, ya que los
coeficientes de correlacién y de regresion son cercanos a la unidad, lo que
sugiere que los valores medidos en el ensayo se corresponden con los que real-
mente existen en el plasma; los resultados también senalan la no existencia
de cantidades significativas de substancias en el plasma de lubina que puedan
interferir en el ensayo. Por otro lado, al no encontrarse diferencias significa-
tivas entre las pendientes de la curva estandar y de la curva construida a par-
tir de una serie de diluciones plasmaticas, se deduce que la hormona medida
en el plasma es inmunoldégicamente idéntica a la utilizada como estandar.

Al comparar nuestros resultados con los obtenidos por otros autores, ob-
servamos que, para la testosterona y 11-cetotestosterona (cuadro I'V) fueron
mucho menores que los obtenidos en trucha y otros salmoénidos (FOSTIER ef al,,
1982 FosTIER ef al., 1984; Scnurrz, 1984; Baynes v Scort, 1983; MORRISON ef
al., 1985), aunque estuvieron de acuerdo con los observados en especies ma-
rinas (DINDO v MCGREGOR 111, 1981; McGREGOR I1I et al, 1981: SHUKOVSKI et al.,
1984) v en otras especies de agua dulce como Heteropneustes fossilis (LAMBA
et al., 1982) e Ictalurus nebulosus (BURKE ef al., 1984). La tnica referencia en-
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contrada acerca de los niveles de esteroides en lubina es concordante con
nuestros resultados (LE BAIL y FosTIER, 1984).

Los resultados que hallamos, referentes al 17(3-estradiol, al ser compara-
dos con los presentados por otros autores en truchas, en unos cascs fueron
inferiores (VAN BOHEMEN y LAMBERT, 1981; SCOTT et al, 1983; Lou et al., 1984;
ScuuLtz, 1984), mientras que, otros, fueron similares (BROMAGE et al., 1982;
WHITELEAD ef al., 1983); también fueron parejos en salmoén (MORRISON et al.,
1985), en otras especies de agua dulce (LAMBA ef al., 1982; BURKE et al.,, 1984)
y en algunas especies marinas (DINDO y MCGREGOR III, 1981; McGREGOR III et
al., 1981; KapmoN et al., 1984; SHUKOVSKI et al., 1984).

Estas diferencias entre las distintas especies son debidas seguramente a la
diversidad existente dentro del grupo de los peces, al no existir cepas seleccio-
nadas de cada una; por tanto, las diferencias no pueden atribuirse al ensayo
en si, el cual debe ser validado individualmente para cada especie.

En conclusién, en el presente trabajo se ha validado el radioinmunoensayo
de testosterona, 11-cetotestosterona y 17 B-estradiol en plasma de lubina, pre-
sentandose sensible, especifico, preciso y exacto.
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