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RESUMEN

En la Ciudad de Cuenca se realizé la valoracion de los niveles de cortisol en equinos
aparentemente sanos mediante la técnica de ELISA cuantitativa, cuya préactica se llevo a
cabo en el laboratorio de la Clinica Veterinaria Polivet de la Universidad Politécnica
Salesiana, Sede-Cuenca. La muestra fue de 200 equinos, 100 machos y 100 hembras
respectivamente. Para la valoracion de los niveles de cortisol se tom6 muestras sanguineas,
donde se pudo analizar e interpretar los resultados mediante la técnica de ELISA
cuantitativa, la cual consisti6 en la utilizacion de un pocillo y un tester. Se ejecut6 el anélisis
estadistico basico que determiné la media, mediana, moda, rango, varianza, desviacion y
coeficiente de variacion. Para este inmunoensayo enzimatico competitivo se utilizo
reactivos que incluyen anticuerpo conjugado enzima-antigeno y antigeno nativo. Utilizando
varias referencias de suero diferentes de concentracién de antigeno conocida, se gener6 una
curva de respuestas a la dosis a partir de la cual se pudo determinar la concentracién de
antigeno de una concentracion desconocida. Los datos obtenidos en el equipo Lector de
Microplacas ELISA en absorbancia a 450nm cuyos resultados fueron calculados utilizando
la curva de referencia de suero, encontrando el punto de interseccion en la curva y
obteniendo una concentracion de cortisol en microgramo por decilitro (ug/dL). En este
estudio se obtuvo una media de concentracion de cortisol en plasma sanguineo en equinos
de 6,731 ug/dL y 7.117 ug/dL en hembras siendo un valor referencia util en laboratorios

clinicos veterinarios a nivel de altura.
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ABSTRACT

In the city of Cuenca, the assessment of cortisol levels in apparently healthy horses was
carried out using the quantitative ELISA technique, which was carried out in the laboratory of
the Polivet Veterinary Clinic of the Salesian Polytechnic University, Headquarters-Cuenca.
The sample consisted of 200 horses, 100 males and 100 females, respectively. For the
assessment of cortisol levels, blood samples were taken, where the results could be analyzed
and interpreted using the quantitative ELISA technique, which consisted of the use of a well
and a tester. Basic statistical analysis was performed, determining the mean, median, mode,
range, variance, deviation, and coefficient of variation. Reagents including enzyme-antigen
conjugate antibody and native antigen were used for this competitive enzyme immunoassay.
Using several different serum references of known antigen concentration, a dose response
curve was generated from which the concentration of antigen of unknown concentration could
be determined. The data obtained in the ELISA Microplate Reader equipment in absorbance at
450nm whose results were calculated using the serum reference curve, finding the intersection
point on the curve and obtaining a cortisol concentration in micrograms per deciliter (ug/dL).
In this study, a mean concentration of cortisol in blood plasma of 6,731 ug/dL in horses and
7,117 ug/dL in females was obtained, being a useful reference value in veterinary clinical

laboratories at high altitude.
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1. INTRODUCCION

A nivel de altura se tiene poca informacién actualizada en respecto a valores referenciales
del cortisol a diferencia de valores que se tiene a nivel del mar lo cual podria llevar a
diagnosticos erroneos, la valoracion del cortisol realizada en esta tesis brinda una ventaja al
médico veterinario que buscan actualizarse en este tipo de conocimiento para poder interpretar
mejor los resultados de estudios médicos y tomar decisiones con mas criterio.

El mantenimiento de la salud de los equinos constituye un factor esencial y un pilar
fundamental en las explotaciones o lugares en donde se mantienen estos animales por lo que,
al ser una especie muy sensible al estrés, una respuesta aguda de estrés induce un aumento en
las concentraciones de cortisol plasmaticas (Alexander et al., 1996).

El anélisis de cortisol en equinos es limitada en nuestras localidades geograficamente en
altitud si no se tienen valores referenciales propios de la localidad donde se encuentren nuestros
pacientes debido a factores como: raza, sexo, edad, sanidad, nutricion, actividad fisica, estado
de excitacion, momento de la toma de muestra, temperatura ambiental y la altitud de la zona.

En el siguiente trabajo de investigacion nos permitira obtener valores totalmente propios
como referencia en zonas con condiciones de altitud cuyo analisis se dara mediante la prueba

de ELISA cuantitativo.

1.1 Problema

El andlisis del cortisol en equinos como indicador de estrés nos da informacion sobre las
alteraciones de la produccion en la adaptacion por estrés fisioldgico, patologico y ambiental.
El analisis de cortisol hoy en dia es muy utilizada para la prevencion de enfermedades criticas,
también como indicador del nivel de acondicionamiento y rendimiento atlético.

La provincia del Azuay se encuentra en la zona de la cordillera de los andes y no contamos
con valores referenciales de los niveles de cortisol en plasma de equinos en condiciones de

altitud lo cual podria variar en los resultados de laboratorio y la interpretacion de las mismas.
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El cortisol es un biomarcador del estrés lo cual en términos de bienestar animal que refiere
al estado de salud de nuestro paciente equino en condiciones de su entorno de bienestar se esta
sano, comodo, bien alimentado, con buena condicion corporal, buen comportamiento y que no
padezca de miedo y desasosiego.

1.2 Delimitacién
1.2.1 Temporal

El proceso de investigacion abarco una duracion de 400 horas, las cuales fueron distribuidas
en el trabajo experimental y la redaccion del informe final.
1.2.2 Espacial

El canton Cuenca esta ubicado geograficamente entre las coordenadas 2°39° a 3°00° de
latitud sury 78°54" a 79°26" de longitud oeste con una altura de 2550 m.s.n.m. Limita al norte
con la Provincia del Canar, al sur con los Cantones Camilo Ponce Enriquez, San Fernando,
Santa Isabel y Giron, al oeste con las Provincias del Guayas y hacia el este con los cantones
Paute, Gualaceo y Sigsig (Espinoza, 2015). La presente investigacion se realiz6 en el
laboratorio de la Clinica Veterinaria Polivet propiedad de la Universidad Politécnica Salesiana,
Sede-Cuenca.

Figura 1. Ubicacion: Universidad Politécnica Salesiana, Sede-Cuenca
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1.2.3 Académica

La presente propuesta investigativa cubre el area de Laboratorio Clinico, lo cual sera
aplicado en equinos (Equus caballus), obteniéndose valores de referencia 6ptimos para mejorar
la interpretacion de los resultados de laboratorio tanto para estudiantes y Médicos Veterinarios

de la zona.

1.3 Explicacion del problema

La prueba del cortisol aporta a obtener un diagndstico mas preciso en nuestros pacientes
equinos, cuyas pruebas son muy limitadas en nuestro medio debido a la falta de valores
referenciales en condiciones de altitud.
1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

- Determinar los niveles de cortisol en equinos (Equus caballus) aparentemente sanos

mediante la técnica de ELISA cuantitativo en condiciones de altitud.

1.4.2 Objetivos especificos
- Determinar la concentracién de cortisol sanguineo de equinos (Equus caballus) en
condiciones de altitud sobre los 2500 m.s.n.m.
- Evaluar la relacién de los niveles de cortisol y estrés en los equinos.
- Obtener promedios de valores referenciales de cortisol sanguineo en equinos.
1.5 Hipdtesis
1.5.1 Hipétesis alternativa
Los resultados de los niveles de cortisol en equinos (Equus caballus) aparentemente sanos
obtenidos en la investigacion, varian de los valores referenciales.
1.5.2 Hipotesis nula
Los resultados de los niveles de cortisol en equinos (Equus caballus) aparentemente sanos

obtenidos en la investigacion, no varian de los valores referenciales.
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1.6 Fundamentacion teorica

El presente trabajo se realiz6 con el objetivo de conocer la valoracion de los niveles de
cortisol en equinos (Equus caballus), aparentemente sanos, mediante la técnica de ELISA
cuantitativa la cual se ejecuto en el laboratorio de la clinica veterinaria Polivet ubicada en la
universidad Politécnica Salesiana sede Cuenca, con el fin, de conocer los niveles de cortisol y

cémo influye en la salud de los equinos (Equus caballus).
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2. REVISION Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO DOCUMENTAL

2.1 Equinos

Los equinos son uno de los animales que tienen gran relevancia en la produccion agricola
desde que fueron domesticados hace miles de afios han servido en el beneficio para la
humanidad por lo que son utilizados para el trabajo, deporte, terapia o crianza por carifio a estos
animales.
2.2 Cortisol

El cortisol es el esteroide circulante mas abundante y el glucocorticoide mas importante
secretado por la corteza suprarrenal. El cortisol es fisiolégicamente efectivo en la mantencion
de la presion sanguinea y la actividad anti inflamatoria. La medicion del cortisol en la sangre
puede utilizarse como un indicador de la funcion suprarrenal y el diagndstico diferencial entre
la enfermedad de Addison y la enfermedad de Cushing asi como la hiperplasia suprarrenal y el
carcinoma.

La corteza suprarrenal consta de tres zonas, la primera es la zona glomerulosa sintetiza

aldosterona, el mineralocorticoide, la segunda es la zona fascicular produce cortisol, y la zona
reticular sintetizan las hormonas sexuales suprarrenales, principalmente andrégenos.

Figura 2. Corteza suprarrenal
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La vida media del cortisol es de unos 90 minutos y su concentracion en plasma es de 10-
20pg/dL.

El cortisol circula en su mayoria unido a una proteina transportadora transcortina CBG
(corticosteroid-binding globulin) y s6lo un 5% circula libre (0,2- 0,5 pg/dL), pero se une a la
albimina si su concentracion es muy alta. La CBG aumenta con los estrogenos, en la hepatitis
y en la prefiez, la nefrosis y el hipertiroidismo. Su funcion no es esencial para las acciones del
cortisol, ya que cuando aumenta o disminuye o incluso si esta ausente el cortisol libre
permanece normal, que es el verdaderamente activo.

El cortisol posee un ritmo circadiano, el primero de los descritos, con pico al amanecer y
disminuye a las 23:00h, algo posterior al de la ACTH, de la que es secundario, que a su vez
estd controlado por el hipotdlamo y el SNC.

Figura 3. Ritmo circadiano.
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2.2.1 Niveles altos de cortisol

“Los niveles altos de cortisol pueden llegar a ocasionar enfermedades como el
hipoadrenocortisismo o también conocida como la enfermedad de Addison siendo esta, el
resultado de una secrecion deficiente de mineralocorticoides y de glucocorticoides” (Uranovet,
2019).

“Cuando los niveles de cortisol estan elevados pueden producir efectos severos en la piel,
algunos de ellos son la atrofia epidérmica, hiperqueratosis, atrofia de la dermis, adelgazamiento
de las paredes de los vasos sanguineos y aumento de su fragilidad” (Anduar, Gomez &
Matamoros, 2002, p.177).

En el dia a dia de la clinica médica deportiva son frecuentes los periodos de descanso para
la recuperacion de los caballos enfermos, lo que invariablemente conduce a la pérdida de la
condicion fisica. De esta forma, cuando estos atletas regresan a las pistas, el descuido en
determinar su condicion atlética puede llevar a una reduccion de la vida atil del atleta,

ocasionando pérdidas economicas (Ferraz et al., 2007)

2.2.2 Metabolismo del cortisol

El metabolismo del cortisol y corticosterona son los principales glucocorticoides que son
secretados por la corteza suprarrenal. Tiene esta denominacion por la incrementacion de la
salida de la glucosa hepaética, se da a través de la estimulacion del catabolismo de la grasa y
proteinas periféricas la cual proporciona sustrato que llegue alimentar la gluconeogénesis
(Fernandez, 2008, p. 4).

“Por otra parte, su funcion principal es el distribuir la hormona de transcortical hacia, los
tejidos blancos y también llega aplazar la depuracion metabdlica y a prevenir las fluctuaciones
en la cortisolemia mediante la secrecién episddica de la glandula, las condiciones normales,
son del 90% del cortisol circulante la cual, esta unida a la transcortina y la otra parte, que es el

10% libre” (Fernandez, 2008, p.4).
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La sensibilizacion del eje EHHA libera cortisol, el principal glucocorticoide producido por
los caballos, que controla un amplio espectro de funciones metabdlicas. Entre ellos destaca el
metabolismo energético a través de la gluconeogénesis, hormona que inhibe la utilizacion de
la glucosa por los tejidos, priorizando la movilizacion al sistema nervioso central (SNC) y
permitiendo, durante el ejercicio, que la glucemia se mantenga constante. Segun Wilmore y
Costill (1994), este efecto previene la aparicion de fatiga central.

.2.2.3 Acciones del cortisol

En el higado se realizan efectos sintéticos los cuales, provienen de la captacion y utilizacion
de los carbohidratos, aminoacidos y de los acidos grasos, los cuales ayudan la conservacion de
la concentracion de la glucosa plasmatica. En cambio, en los tejidos periféricos antagonizan
los efectos de insulina, en el musculo y en el tejido adiposo impiden la capacitacion de la
glucosa, en el encéfalo y el corazén el suministro adicional de glucosa ayuda a estos 6rganos a
combatir con el estrés (Fernandez, 2008, p.5).

2.2.4 Regulacion de la secrecion de cortisol: Eje hipotadlamo-hipéfisis-adrenal

En los neurotransmisores del sistema nervioso central se encarga de regular la liberacion de
las hormonas de corticoliberina (CRH) y arginina vasopresora (AVP), de las neuronas
hipotaldmicas. Estas dos hormonas se llegan a liberar en el sistema hipotalamo-hiposario y
también en las células corticotropas de la adenohipéfisis la cual llega a estimular la liberacion
de la hormona adrenocorticotropica (ACTH). La corteza adrenal ACTH estimula la sintesis y
también la secrecién de glucocorticoides y esteroides androgénicos EI ACTH, tiene una
secrecion de grandes concentraciones circulantes de cortisol libre. Secretando asi brotes
episadicos durante todo el dia, siendo influido por el hipotalamo. Por lo cual, el eje hipotalamo-
hipéfisis- adrenal llega a tener una alta sensibilidad de estrés, la cual responde en pocos minutos

el aumento de secrecion de CRH Y AVP (Fernandez, 2008,p.5).
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2.3 Hiperadrenocorticismo

2.3.1 Concepto

Sindrome de Cushing en caballos también llamada disfuncion de la porcion media de la
glandula pituitaria, consiste en las consecuencias de la elevacién crénica de cortisol. (Sgorbini
M, 2004)
2.3.1.1 Enfermedad de Cushing

“Es una hipersecrecion de ACTH es dada por la hipoéfisis, la cual llega a constituir la causa
mas frecuente del sindrome de Cushing, siendo su aparicion de manera natural” (Ruiz, Espada
& Pefialba, 2003, p.8).

El sindrome de Cushing en caballos se considera una enfermedad neurodegenerativa, con
hiperplasia, hipertrofia o adenoma en la hipdfisis.

Esta disfuncidon progresa lentamente, con el alto grupo de edad del animal considerado como
el mayor factor de riesgo. Los signos clinicos son cominmente vistos en caballos adultos y
ancianos, con raras informes en caballos menores de 10 afios. En estudios realizados en
diferentes paises, la prevalencia en caballos mayores de 10 afios fue del 9,3% ; mayor de 15

afios fue 21% y entre la poblacién equina general fue 0.075-0.5% .

2.3.1.2 Diagnostico de la enfermedad de Cushing

El diagnostico definitivo requiere la asociacion de la historia y los signos clinicos junto con
los resultados de laboratorio. Entre las principales evaluaciones de laboratorio se encuentran el
hemograma, la bioquimica, el andlisis de orina y sobre todo la medicién hormonal. (Messer N.
2006)
2.3.2 Epidemiologia.

Puede ser un hiperadrenocorticismo iatrogénico o espontaneo. El primero Es la causa
menos comun y se da como consecuencia de un tratamiento farmacoldgico con

glucocorticoides, corticoesteroides y medicamentos con progesterona o derivados mal pautado



y el segundo hiperadrenocorticismo espontaneo se da entre el 80% y el 90% de los casos y se

deben a un tumor o una hipertrofia en la hipdfisis.

2.4 Estrés

El término estrés describe el estado de un organismo bajo la influencia de factores externos

e internos, que amenazan o alteran la homeostasis, y los cambios adaptativos que se producen
como consecuencia de estos estimulos son cognitivos, conductuales y corporales. Una vez
superado un determinado umbral de esfuerzo fisico, se producird un efecto sistémico con
implicacion de los sistemas nerviosos periférico y central, y especialmente se activa el sistema
nervioso auténomo simpético y el eje hipotdlamo-pituitario-suprarrenal (HPA) (Graaf-
Roelfsema et al., 2012). al., 2007).

Figura 4. Ruta critica del estrés en la reproduccion.
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Figura 1. Sitios del eje hiporalamo-hipofisis-gonadas (HHA) en que el estrés puede afecrar
negativamente la secrecion de GnRH, gonadotropinas y esteroides sexuales. La activacién
del eje (HHA) inflive en la actividad de neuronas GnRH hipotralamicas, ademas de alrerar
la respuesra de los gonadorropos (hipéfisis) a ia accion de la GnRH. Ademads, el estrés puede
afecrar la retroalimentacion de los esreroides sexuales en hiporalamo e hipofisis. Adaprado
de Chrowusos et al. (1998) vy otros. (Negative effects of stress on the hypothalamus-pituitary-gonadal
(HPG) axis. Activation of the HPG axis affects the activity of GnRH neurons and the response of the
gonadotrophs to the action of GnRH. In addition, stress can affect the feedback of sexual steroids in
hypothalamus and pituitary. Adapted from Chrousos ef al/. (1998)).

Fuente: (Cordova A. 2017)

2.4.1 Definicion de estrés
El estrés puede ser definido como una amenaza real que puede llegar afectar a la integridad

fisiolégica y psicoldgica del sujeto, puede ser un dafio real o potencial, esto puede darse por
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dos tipos de estrés fisico o emocional. El estimulo fisico o sistémico puede darse por una
alteracion directa de la homeostasis, mientras tanto en el estimulo emocional o psicologico es

provocado por una respuesta anticipada (Fernandez & Garcia, 2019, p.9).

2.4.2 Estrés en el equino.

El estrés puede llegar a desencadenar de manera cronoldgica, una serie de estimulos que
varian su magnitud en breve tiempo y de manera imperceptible produciendo asi al animal la
transicion de un estado homeostatico del equilibrio a una reaccién de alarma la cual no es
respondida de una forma adecuada. Siendo asi el estrés la incapacidad para dominar el peligro
(Alvarez, 2012).

Los resultados de algunos estudios (Lindner et al., 2002; Graaf-Roelfsema et al., 2007)
indicaron que el entrenamiento puede afectar la concentracion de cortisol plasmatico antes,
durante y después del ejercicio. Asi, esta variable fisioldgica podria contribuir como un
indicador confiable para la evaluacion de la aptitud fisica (Ferlazzo et al., 2006). La mayoria
de las investigaciones cientificas, que utilizan la especie equina como modelo experimental,
comparan animales bien adiestrados y experimentados con aquellos que se inician en un
adiestramiento especifico para una determinada modalidad ecuestre. Cayado et al. (2006), al
estudiar caballos ecuestres, demostraron que habia una respuesta de estrés estandar, con

diferentes etapas de entrenamiento que inducian diferentes efectos en el EHHA.

2.4.3 Factores que articulan la respuesta de estrés
“Dichas situaciones de estrés son parte de nuestra vida diaria y las respuestas de estrés que
se dan llegan a proporcionar mecanismos para sobrellevar estas situaciones, algunas de ellas es
el adaptarse, afrontar o también puede llegar a perjudicar” (Fernandez & Garcia, 2019, p.15).
El mecanismo exacto por el cual una respuesta de estrés cronica puede deprimir la

produccién de cortisol es incierto, pero una serie de recientes estudios en el caballo han
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postulado la produccion de un factor inhibidor relacionado con la ACTH central (Alexander et
al. 1988, 1996).
2.4.4 Enfermedades causadas por estrés

En un estudio realizado en el Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Murcia se
utilizaron 180 caballos remitidos con diversas patologias. En el grupo de inflamaciones agudas
la media fue de 151.071 pg/dl. En los casos de diarrea la concentracién media de cortisol
plasmatico fue de 22.277 pg/dl. En los casos de anemia crénica la concentracion media de
cortisol plasmatico fue de 27.203 pg/dl. En el grupo de animales con anorexia también aparece
disminuida la concentracion media de cortisol (21.997 pg/dl) por causas similares al caso
anterior. En los caballos sometidos a castracion la concentracion media de cortisol plasmatico
era de 25.053 pg/dl. En los casos diagnosticados como babesiosis la concentracién media de
cortisol plasmatico era de 26.438 ug/dl. EI grupo de animales con sindrome de Horner tiene
una concentracion media de cortisol plasmatico de 36.476 pg/dl. Los casos de hernias
umbilicales tuvieron una concentracion media de cortisol plasmatico de 36.638 pg/dl. En los
animales que se trataron para reducir hernias postoperatorias de linea alba, la concentracion
media de cortisol plasmatico era de 17.552 pg/dl. En los procesos de laminitis cronicas el valor
medio cortisol plasmatico fue 34.346 pg/dl. En los casos de enteritis proximal, la concentracion
media de cortisol plasmatico es de 35.658 pg/dl. En los caballos con desplazamiento de colon
mayor la concentracion media de cortisol plasmatico es de 49.400 ug/dl. En los casos de
impactacién de intestino grueso la concentracion media de cortisol plasmatico es de 70.935
pa/dl. En los casos de ileo idiopatico la concentracién media de cortisol plasmatico es de
49.867 pg/dl. En los caballos con obstruccion estrangulada de intestino delgado la
concentracion media de cortisol es de 53.019 pg/dl. En caballos con obstruccion estrangulada

de intestino grueso la concentracién de cortisol era de 455.150 pg/dl. (Martos et al. 2003)
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Una respuesta de estrés agudo induce un aumento en las concentraciones de cortisol

plasmatico por activacién del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HAP) (Alexander et al. 1996).

2.5 Técnicas para determinar el cortisol

“Existen diferentes tipos de técnicas que nos permiten medir el cortisol, algunas de ellas
son: enzimoinmunoandlisis (ELISA), radioinmunoanalisis (RIA), automatizado y
cromatografia liquida/espectrometria de nada en tandem (LC/TMS) y por ultimo electro
quimioluminiscencia (ECQLIA)” (Maidana, Bruno & Mesh, 2013,p.581).

2.5.1 Técnica de ELISA

“Son técnicas de alta sensibilidad que detectan cantidades iguales a nanogramo, estas son
caracterizadas por la accion de un anticuerpo que es conjugado con una enzima siendo las méas
comunes, la peroxidasa o la fosfatasa alcalina” (Stanchi, 2010, p.150).

Para Tizard (2009) indica que entre “las pruebas mdas importantes de inmunoanalisis
empleadas en medicina veterinaria estd el andlisis de inmunoadsorcion ligada a enzimas
(ELISA). Al igual que otras pruebas de union primaria, el ELISA puede emplearse para
detectar y medir tanto anticuerpos como antigenos” (p. 513).

La forma mas utilizada de ELISA es para detectar y cuantificar anticuerpos especificos. Lo
primero que se hace es llenar los pocillos de las microplacas de poliestireno con una solucién
de antigeno (Tizard, 2009).

2.5.2 ELISA cuantitativa

“Es un método novedoso, pero a diferencia de los otros, se utiliza protocolos més complejos
y su adquisicion se restringe a laboratorios especializados debido al costo de este, ya que
requiere de equipos especiales para su realizaciéon” (Beneanula, 2010, p. 63).

ELISA cuantitativa se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima,
formando asi los conjugados resultantes que tengan actividad tanto inmunoldgica como

enzimética. Los componentes (antigeno o anticuerpo) al estar marcados con una enzima e
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insolubilizado sobre un soporte, tienen la reaccion del antigeno anticuerpo, este quedara
inmovilizado y por lo tanto serd mas facil revelarla por esto la enzima producird un color
observable a simple vista o cuantificable mediante el uso del espectrofotometro o un

colorimetro (Bufiay, 2019, p.51).
2.6. Tipos de ELISA

2.6.1 ELISA indirecta

“Usado para la detencion de Abs (anticuerpos) y Ags (antigenos) se incuba el Ag (antigeno)
en un tapén apropiado en los pocillos de una placa de micro titulaciéon y se absorbe en las
paredes de los pocillos, el Ag libre se elimina por lavado y el Ag absorbida en la placa reacciona
con el Ab especifico” (Suarez, 2017, p. 98).

Esta prueba favorece en la detencion de anticuerpos, el soporte tiene unido al antigeno
especifico contra el que va dirigido el anticuerpo que se esta buscando la muestra. Lo primero
es agregar la muestra del paciente y si el anticuerpo esta presente, existira una union al antigeno
el cual ya estaba adherido al soporte (Mercadillo, Rios, Rios & Yuil de Rios, 2012 p.213).
2.6.2 ELISA directa

El nombre de ELISA directa tiene su desglosamiento, en la comparacion de la
inmunofluorescencia directa, en donde una sola etapa es necesaria, para que la reaccion se lleve
a cabo y se evidencie (Gémez, Gutiérrez, Rodriguez & Rueda, 1994, p.84).

“Es el ensayo as simple y rapido de todos, donde un anticuerpo primario marcado con una
enzima unira directamente el antigeno de interés permitiendo la deteccidn o cuantificacion de
este” (Abyntek, 2019, p.1).

2.6.3 ELISA sandwich
“Es una modalidad que permite cuantificar antigenos entre dos capas de anticuerpos

(anticuerpo de captura y de deteccion). El antigeno en el momento que es medido debe contener
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al menos dos epitopos antigénicos (sitios de reconocimiento) los cuales son capaces de unirse
al anticuerpo, ya que dos anticuerpos actiian en el sandwich” (Urse, 2016, p. 81).
En el ELISA en sandwich las placas se sensibilizan con anticuerpos, que son dirigidos

contra el antigeno problema, ya que este busca y cuantifica los antigenos (Rojas, 2006, p.228.).

2.6.4 ELISA Competitivo

“En esta técnica, el antigeno marcado con la enzima compite con el antigeno problema,
presente en el espécimen, por los centros de unién de una cantidad limitada de anticuerpos
especificos, adsorbidos o unidos covalentemente a una fase sélida. En los procedimientos de
enzimoinmunoanalisis competitivo la detectabilidad depende en gran medida de la constante
de afinidad del anticuerpo para con su antigeno” (Castifieiras & Queralto, 1997, pp. 352-353).

“Una cantidad determinada de anticuerpo no marcado se fija a un grupo de placas y a una
preparacion de estandar de referencia de un antigeno marcado existe lo que es la unién, después
de todo esto se afiade diversas cantidades de muestras no marcadas y se mide lo que es el
desplazamiento del antigeno marcado, esto genera curvas de inhibicion” (Ledn, 2019).
2.7 Cortisol accubind ELISA- IFU rev 4

El kit de ELISA Monobind Cortisol utiliza un anticuerpo monoclonal anti-cortisol
especifico y este no requiere de la extraccion de una muestra previa de suero o plasma. La
colocacion de varias referencias séricas de concentracion es conocida de cortisol las cuales,
permiten la construccion de una gréafica activa y también de concentracion. Donde se puede
comparar la curva con la respuesta de la dosis y tambien se puede correlacionar una muestra
desconocida con una concentracion de cortisol (AccuBind® ELISA, 2019).

Los reactivos que son esenciales para un inmunoensayo enzimatico llegan a incluir
anticuerpos, conjugados con enzimas-antigeno y antigeno nativo. Ya que al mezclar anticuerpo
biotinilado, conjugado con enzima- antigeno y un suero el cual contiene el antigeno nativo, se

produce una reaccion de competencia con el antigeno nativo y el conjugado enzima-antigeno
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con un limitado nimero de uniones de anticuerpos (AccuBind® ELISA, 2019. p. 7). Dicha

interaccion se presenta en la siguiente ecuacion en la figura 5.

Figura 5. Ecuacion de inmunoensayo enzimatico competitivo.
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Fuente: (AccuBind®ELISA 2019).
Acswn= Anticuerpo marcado con biotina (Cantidad constante)
Ag= Antigeno nativo (Cantidad variable)
Enz A g= conjugado enzima-antigeno (cantidad constante)
AgAcen= complejo antigeno-anticuerpo
EnzAgAcen= Complejo de anticuerpo-Conjugado enzima-antigeno
Ka= Rango constante de Asociacién
kKa= Rango constante de disociacion

K= ka/k_a= Constante de equilibrio

“Se da una reaccion simultanea entre biotina adherida al anticuerpo y la estreptavidina

inmovilizada en el micro pocillo, esto llega a efectuar la separacién de la fraccion adherida al

anticuerpo después de la aspiracion o decantacion” (AccuBind® ELISA, 2019, p.8).

2.8 Factores clave en el desarrollo de ELISA

2.8.1 Adsorcion

En la fase sélida tiene que ser un tipo facil de manejo y que se mantenga una buena

reproduccion en la unién de Ags o Abs en su superficie. Se han llegado a ensayar varias fases

solidas, desde los tubos de cristal a las actuales microplacas de 96 pocillos de plastico, esta de

aqui ayuda en la capacidad de adsorcion, de moléculas y con fondos de pocillo los cuales son

Opticamente transparentes donde se puede realizar las medidas espectrofotométricas, siendo asi
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las lecturas de placas que tienen el nombre de lector de ELISA. Las microplacas de 96 pocillos
y con un volumen de 360 pl, son ventajosas ya que, permite procesar elevados numeros de
muestras, y una vez tapizadas, en el material permanece reactiva mucho tiempo la muestra,

siempre y cuando se mantenga seca y a baja temperatura (Cultek, 2006).

2.8.2 Union y lavados

Estos de aqui son dos procesos importantes, ya que en las diferentes etapas del lavado se
Ilega a eliminar toda la fraccion de moléculas que ha quedado libre, sin reaccionar, de esta
manera se evita interferencias no deseadas por otra parte, permite asegurar la union de forma
correcta sin el impedimento de fracciones libres (Suarez, 2017).
2.8.3 Tiempos de incubacion y temperatura

Se debe asegurar del tiempo y la temperatura de incubacion deben ser los correctos en cada
etapa ya que, si existe una minima variacién en estos ensayos, pueden existir grandes cambios
en los resultados de los ensayos. Por este motivo, se debe trabajar con un equipo bien calibrado,
estufas de incubacion, frigorificos con la temperatura exacta y no tenga leves variaciones y ser
muy cuidadosos en el momento de finalizar la fase del ensayo y comenzar la siguiente (Suérez,
2017).
2.8.4 Enzimas y sustratos

“Las enzimas son elementos marcadores, esto se debe a su enorme poder catalitico, su alta
especificidad, el amplio espectro de sustratos que pueden llegar a unirse y por ultimo su gran
estabilidad de los conjugados” (Ochoa, 2012).
2.8.5 Anticuerpos y antigenos empleados

En el método de ELISA se debe emplear los Abs y Ags de manera adecuada al objetivo
planteado, de esta manera la calidad y la pureza de estos. Si es adquirida en las casas

comerciales, deben venir acompafiadas de su certificado de analisis donde se llegue a facilitar
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los datos referentes del producto, asi también como se debe ir indicado el lote de fabricacién

(Suarez, 2017. p. 104).

2.8.6 Detectores

Los lectores de ELISA son espectrofotometro los cuales son capaces de realizar lecturas
en serie de cada uno de los pocillos de la placa de ELISA. También los lectores similares de
espectrofotometro convencionales tienen la capacidad de medir todas las longitudes con una
onda ultravioleta y del visible, los lectores de ELISA mas ocupados tienen un sistema de
filtros que solo permiten la lectura de un conjunto de longitud de onda. Se encarga de medir
la adsorcion de los cromdgenos mas comunmente utilizados. Existen sistemas de deteccion

colorimétricos, fluorescentes y luminiscentes (Coello, 2010).

2.9 Resumen del estado del arte del problema

Se realiz6 una investigacion en la universidad de Zaragoza-Espafa, por Chacon, Palacios,
Sanchez, Mendoza, Galarza & Garcia (2005), donde se pudo observar que el suero tiene una
gran afinidad con el cortisol estando un 70% por otra parte, la concentracion en la sangre esta

limitada y puede llegar a saturarse con concentraciones altas de cortisol (p. 70).
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3.1 Materiales
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3.1.1 Fisicos
Tabla 1. Materiales fisicos
Descripcion Unidad Cantidad
Paquete de hojas de papel bond Unidad 1
Esferos Unidad 2
Libreta de notas Unidad 2
Marcadores Unidad 3
Carpetas Unidad 2
Guantes de nitrilo Caja 1
Mascarillas Caja 1
Jeringas Caja 1
Tubos eppendorf (100 unidades) Caja 1
Termometro Unidad 1
Algodén Paquete 2
Magquina rasuradora Unidad 1
Bozal Unidad 2
Equipo Lector de ELISA Unidad 1
Tubos vacutainer Caja 1
Kit de ELISA Caja 3
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3.1.2 Bioldgicos

Tabla 2. Bioldgicos

Descripcion Cantidad
Animales (equinos) 200
Sangre 1mi

3.1.3 Quimicos

Tabla 3. Quimicos

Descripcion Unidad Cantidad
Calibradores Unidad 1
Reactivos Unidad 1

3.1.4. Recursos humanos

Tabla 4. Recursos humanos

Nombre Descripcion

Dr. Juan Masache Masache Tutor de tesis

Bernarda Gonzalez Carvallo Tesista
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3.2 Método

El método que se utilizé en la presente investigacion fue experimental-deductivo debido a
que de tal manera se observan e identifican la valoracion en los niveles de cortisol mediante
la prueba de laboratorio como es la técnica de ELISA cuantitativa donde se ve determinada por
la especie a estudiar, lo que permitira a los Medicos Veterinarios y Zootecnistas realizar un

diagnostico certero y confiable.

3.3 Disefio estadistico
Para el analisis estadistico se emple0 la estadistica descriptiva, donde se procedid a utilizar
medidas de dispersion la cual abarco conceptos de media, rango, mediana, moda, varianza,

desviacidn tipica y coeficiente de variacion, asi como gréafica interpretativa.

3.4 Poblacion y muestra

La investigacion se inicid mediante un examen clinico general para identificar pacientes
sanos, es decir en 200 equinos, 100 hembras y 100 machos respectivamente, de los cuales se
tomaron muestras sanguineas para poder obtener el plasma y proceder a analizar mediante la
técnica de ELISA cuantitativa y posterior a esto analizar los resultados. La siguiente practica
tuvo lugar en el laboratorio de la Clinica Veterinaria Polivet de la Universidad Politécnica
Salesiana., Sede Cuenca.

La formula utilizada en poblaciéon infinita es la siguiente:

_ z%xpxq

n 72

e z=nivel de confianza 95%=1.96

p= Probabilidad de que ocurra el evento

g=1- p, probabilidad de que no ocurra el evento

d= Error estimado 5%

= (1.96)%(0.15)(0.84) _ 195.92 = 196
(0.05)2
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La poblacién de ganado caballar en Azuay es de 29625 cabezas (INEC, 2014), se realizara
la medicion de células sanguineas en 196 a 200 caballos machos y hembras aparentemente

sanos ubicados en el Canton Cuenca como muestras de la investigacion.

3.5 Obtencidn de muestras sanguineas

Se tomaron muestras de sangre de la vena yugular, utilizando una jeringa de 5 ml, por tal
razon se depil6 la zona del cuello luego de limpiar el surco yugular del caballo con una gasa
empapada de alcohol, enseguida se procedio a realizar la puncion en la vena para extraer 1ml

de sangre que se coloco en un tubo vacutainer tapa roja sin anticoagulante.

3.6 Procedimiento para realizar la técnica de ELISA cuantitativa

Mediante los componentes del kit de ELISA cuantitativa se procedi6 a utilizar y realizar la
preparacion de las muestras, también se llevo a cabo la preparacion del antigeno, la adiccion
del control positivo y negativo en los pocillos y por consiguiente la adiccion de las muestras
previamente preparadas, se procedio a la incubacién a 37°C y después se realizé un lavado,
segun las indicaciones previas, se procedio a la aplicacién de la solucién de frenado y de esta

manera se obtuvo la placa ya lista para ser colocada en el lector de ELISA.

3.7 Procedimiento para realizar la prueba de cortisol

La elaboracion de la prueba se llevd a cabo en el laboratorio de la Clinica Veterinaria Polivet
donde se permitio realizar todos los reactivos, calibradores de suero de referencia y controles
a temperatura ambiente (20 — 27 °C).

El kit que se utiliz6 es de la marca AccuBind® ELISA importado de Lake Forest del
condado de Orange, California, USA.

Se debe de seguir las instrucciones del fabricante para un uso adecuado.

1. Se marca cada pozo de la microplaca de los calibradores, controles y las

muestras de los pacientes y se pueden probar por duplicado.
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Se pipetea 0.025 ml (25 pl) del calibrador apropiado, asi se controla las muestras

dentro del pozo asignado.

3.

4.

7.

8.

Se adiciona 0.050 ml (50 pul) de reactivo de enzima cortisol a todos los pozos.
Se agita de manera suave la microplaca por 20-30 segundos para mezclar.

Se adiciona 0.050 ml (50 ul) de reactivo de Biotina-Cortisol a todos los pozos.
Agitar la microplaca de manera ligera por unos 20 a 30 segundos para mezclarle.
Se cubre y se lleva a incubar por 60 minutos en temperatura ambiente.

Se descarta los contenidos de la microplaca por medio de decantacién o

aspiracion. Si se hace decantacion de debe golpear la placa sobre un papel absorbente

9.

Se adiciona 350 pl del tapon de lavado, decantar, golpear de manera suave y

secar o también se puede aspirar, este procedimiento se repite de 2 veces para un total de 3

lavados.

10. Se adiciona 0.100ml (100 pl) de solucién de sustrato a todos los pozos.

No se mezcla la microplaca después de la adicidn de sustrato.

11. Incubar en temperatura ambiente en un lapso de 15 minutos.

12. Se coloca 0.050ml (50 ul) de solucion de parada a cada pozo y se mezcla de

manera ligera por un lapso de 15-20 segundos.

13. Se lee la absorbencia de cada pocillo a 450nmn, con una longitud de onda con

una referencia de 620-630nm donde se minimiza las imperfecciones de los pocillos, en un

lector de microplacas, estos resultados deben ser leidos en un lapso de 30 minutos después

de haber colocado la solucion de parada.
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3.8 Variables

3.8.1 Variables independientes

Tabla 5. Variables independientes: Animales

Concepto Categorias Indicadores Variables
Equinos aparentemente  -Biologica: -NUmero de hembras  -NUmero
sanos mediante la -Muestra de -Numero de machos  -Numero
valoracion de los niveles  sangre -Cantidad de sangre -Mililitros (ml)
de cortisol -Hembra

Macho

3.8.2 Variables dependientes

Tabla 6. Variables dependientes: ELISA Cuantitativa

Concepto Categorias Indicadores Variables

Cuantificacion de -Muestra de -Niveles de - Aumento de los niveles
anticuerpos. sangre cortisol de cortisol
- Disminucion de los

niveles de cortisol

3.9 Toma y registro de datos
Se utilizaron fichas clinicas en donde se registro el género, el niUmero de muestra, también
se realizo el etiquetado y en una hoja de datos la absorbancia a 450nm que nos da el equipo de

ELISA cuantitativa.

3.10 Consideraciones éticas
Las normativas éticas, por ende, se basan en ideas de que existen diferencias cualitativas

entre animales y humanos, por este motivo con el tiempo, se ha llegado a un acuerdo de velar
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por el bienestar de los animales de laboratorio, por este motivo se basan en tres principios que
se enfocan en reducir la falta de humanidad en la investigacion: Reemplazar, reducir y refinar
(Villela, 2019).

Cabe recalcar que debemos brindar los cuidados adecuados a los animales, aparte se debe
evitar el dolor innecesario, sufrimiento, estrés o lesiones prolongadas, evitar la duplicacion o
repeticion innecesaria de experimentos y también se debe reducir al minimo numero de
animales para garantizar la validez del estudio a realizar. De esta manera se observo las
condiciones de bienestar y calidad que va a tener el animal (Cardozo de Martinez y Osorio,
2008, p.50).

3.11. Valores referenciales de la bibliografia.

La media del Cortisol Sérico general determinada por ELISA tipo sandwich fue 13,3 + 7,4
ug/dL. No hubo diferencias significativas atribuibles a género, edad o desempefio. (Zuluaga et
al, 2017)

El cortisol plasmatico fisiolégico tomado como referencia es de 35 ug/dl (Santschi et al,
1991).

La concentracion plasmatica de cortisol varian dentro de un rango normal en mamiferos de
alrededor de 4 a 16 pg/dL, y muestran un ritmo circadiano, con concentraciones normales que
aumentan durante las horas de suefio. (Larry E. 2012, p.45).

La concentracion de cortisol sérico (SC) determinada por radioinmunoensayo e informado
por Mair et al. (2014) en caballos con cirugia de colicos (15,68 & 8,27 pg/dL) estuvo cerca de
la media y rango obtenidos por sandwich ELISA en el “Colombian creole horse” CCH sin
manifestacion de abdomen agudo ni antecedente de enfermedad reciente. Este patron confirma
la necesidad de utilizar valores de referencia ajustados a poblaciones con diferentes

condiciones de manejo, medio ambiente y tipo de actividad. Ademas, el trabajo realizado
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requiere patrones particulares (es decir, se induce un cierto grado de hiperflexion dorsoventral
del cuello para una mayor vistosidad y elegancia en CCH).
3.12. Unidades utilizadas para el calculo de resultados

Las unidades que se utilizan para medir el cortisol son en ng/ml y en pg/dl, segiin Grandin,
T. (1997) en su recopilacion de niveles de cortisol en ganado bovino durante el manejo y la
matanza, utiliza ng/ml y otros autores de libros como Larry E. (2012) y el fabricante del kit de
cortisol Monobind Inc. trabajan en las unidades de pg/dl.

Las unidades que se utilizan para medir el cortisol son en nanogramo por mililitro (ng/ml)
y en microgramo por decilitro (ug/dL), segin Grandin, T. (1997) en su recopilacion de niveles
de cortisol, utiliza ng/ml y otros autores de libros como Larry E. (2012) y el fabricante del kit
de cortisol Monobind Inc. trabajan en las unidades de pg/dL.

Para analizar los datos de un ELISA competitivo se utilizé un software de hoja de célculo
comun, como Microsoft Excel, siendo muy beneficioso para realizar el analisis de datos

utilizando solo este programa (Protocol Place, 2014).

Figura 6. llustracion de la curva estandar (ejemplo).
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Fuente: AccuBind® ELISA 2019.
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La figura 6 es utilizada para el calculo de los datos, util para hallar la concentracion del
cortisol, es obtenida del calibrador del cortisol siendo seis los viales de suero referencia cortisol
analizado en el equipo de ELISA junto con la lectura de las microplacas de plasma sanguineo.
Esta curva se grafica segun las absorbancias del calibrador atil para determinar la
concentracion en plasma. Localizando cada absorbancia en el eje vertical del grafico,
encontrando el punto de interseccion de la curva y leer la concentracion en ug/dl en el eje

horizontal de la gréfica.
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4.1. Resultados.
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El andlisis del cortisol en plasma de equinos se midi6 la fraccion de cortisol marcado unido

al anticuerpo mediante la adicion del sustrato y se lee la absorbancia del color desarrollado a

450nm que se realiza una lectura bicromatica eliminando el color producido por una posible

reaccion de fondo.

4.1.1. Valores de cortisol en Machos.

En el analisis del cortisol en plasma de equinos machos obtuvimos la siguiente tabla:

Tabla 7. Primera placa de microtitulacion analizadas en el Lector automatico de
Microplacas ELISA: absorbancia a 450nm: curva de absorbancia (6/6); plasma de equinos

machos (100/100)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
A 2,171 1,388 1,115 0,939 0,404 0,240 0,400 2,199 2,101 1,867 2,095 2,166 2,197 2,293
B 1,989 1,135 1,230 1,174 0,681 0,680 0,497 2,185 2,117 2,131 2,106 2,088 2,142 2,333
C 1,411 1,179 1,293 1,283 0,623 0,674 0,618 2,225 2,016 1,897 1,446 2,030 2,256
D 0,892 1,028 0,900 0,816 0,793 0,617 0,307 2,260 2,229 2,097 1,982 2,015 2,255
E 0,465 1,238 1,173 1,363 0,840 0,743 0,440 2,177 2,145 1,991 2,096 1,961 2,220
F 0,311 1,462 1,105 1,114 0,613 0,583 0,802 2,310 2,156 2,049 2,077 2,239 2,261
G 1,236 1,479 1,059 0,998 0,501 0,877 2,250 2,076 1,690 2,188 2,341 2,378 2,335
H 1,592 1,189 0,966 0,588 0,727 0,394 2,266 2,286 2,174 2,168 2,020 2,242 2,209

Los datos obtenidos de la absorbancia para la curva de referencia de esta investigacion en

equinos machos se representan en la siguiente figura.
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Figura 7. Curva estandar de los datos de absorbancia y valores de cortisol en pug/dL (machos)
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Los datos obtenidos en el equipo de ELISA nos dan los resultados en el eje-y (lineal) se
refleja contra su concentracion en el eje-x (logaritmico) logrando un ajuste con cobic spline,
logrando obtener el dato en pg/dL

Para obtener los resultados de la absorbancia 450nm a pg/dL en una hoja de calculo de

Microsoft Excel se obtuvo la ecuacion de la siguiente grafica de dispersion de lineas rectas y

marcadores.
Figura 8. Dispersion de lineas rectas y marcadores. (Machos).
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Figura 9. Distribucion normal: construidas en torno a la media y la desviacion estandar
referente de datos obtenidos de 100 equinos machos.
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En la figura 9 observamos la representacion grafica de la media de los niveles de cortisol
6.731 ng/dL y la desviacion estandar 3.62 referente de datos obtenidos del plasma de equinos
machos, indica que la densidad estd concentrada en torno a la media y se hace muy pequefia
conforme nos alejamos del centro por la derecha o la izquierda. Indicando que el eje de las
abscisas corresponde a los niveles de cortisol pg/dL. Este hecho, se debe a la forma
acampanada y simétrica que posee su funcion de densidad, reconociendo una zona media,
céncava y con el valor medio de la funcién en su centro conformado por los elementos mas

comunes, y los valores menos frecuentes, en los extremos.
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Tabla 8. Niveles de cortisol: Machos

Concentracién de cortisol en pg/dL

6,000 7,173 5,576 10,393 9,902 -0,195 0,669 0,796 -0,796 -0,186
3,164 6,055 10,724 14,299 27,150 -0,132  -0,326 0,505 0,649 0,063
4,688 5,488 4,892 18,028 26,301 -0,309 0,049 -0,146 -0,047 -0,443
6,971 9,608 7,183 12,074 18,224 -0460 -0,001  -0,056 0,316  -0,438
6,537 6,595 8,435 117,479 14,182 -0,096 2,515 0,283 0,599 -0,287
8,098 7,276 14,930 12,897 51,980 -0,669  -0,083 0,231 0,674 -0,464
5,982 7,760 25,769 13,010 21,955 0,374 1,459 4,229 0951 -0,771
4,106 8,805 12,878 14,205 10,923 -0,569 0,114 0842 -0,370 -0,239
3,977 9,126 14,066 11,814 -0,417 0,255 1,293 0,278  -0,943  -0,599

6,441 6,586 11,053 15,066 -0,485 0,179 0,273 0,369 -0,383  -0,763

Los datos negativos que tenemos en la tabla pueden estar relacionado a tomas de muestra
de sangre alterada al momento de la toma, también puede estar relacionado al estrés cronico
motivo de alguna enfermedad, al aumento del tamafio de la glandula adrenal por presencia de
masas tumorales o disminucion del tamafio de la glandula en equinos con
hipoadrenocorticismo.

Si es posible, que otras formas de respuesta de estrés crénico, como puede ser la inducida
por cojeras prolongadas o ambientes de estabulacion adversos puedan deprimir la produccién
de cortisol en el caballo y, mas importante, inhibir el aumento natural de cortisol durante
periodos subsecuentes de estrés agudo. Los niveles de cortisol total pueden aumentar o
disminuir durante el estrés cronico, lo cual sugiere que la variacion puede estar relacionada con
factores propios de cada especie animal o la naturaleza de los estimulos. Por ejemplo, la
secrecion de ACTH requiere de AVP y CRH en el ganado, mientras que la AVP (arginina

vasopresina) fue menos importante en el hombre y en el caballo (Alexander et al., 1996).
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4.1.1.2. Datos obtenidos en el analisis estadistico en machos.
Una vez obtenido los datos en pg/dL se realizo el analisis estadistico dando como resultados

la siguiente tabla.

Tabla 9. Analisis estadistico en machos

MACHQOS VALOR

Media 6,731
Rango 106.252
Mediana 3,158
Moda #N/A
Varianza 191,230
Desviacion 13,829
Coeficiente 5,725

En la tabla se muestran los datos obtenidos en el analisis estadistico, obteniendo la media
aritmética, rango, mediana, moda, varianza, desviacion tipica, y coeficiente de variacion.

El rango de 106.252 en machos expresa la diferencia entre valor minimo -0,943 y maximo
117,479 en cada variable de estudio.

La mediana es de 3,158 en machos.

La moda no existe si ningtn namero se repite dentro del conjunto de datos.

La varianza expresa el grado de dispersion de los datos con respecto a la media aritmética,
por lo que en machos el resultado fue de 191,230 esta disperso a la media aritmética en cada
variable.

La desviacion tipica brinda informacion sobre la dispersion media de una variable
obteniendo en machos el valor de 13,829 esta disperso con respecto a la media aritmética en

cada variable.



48

El coeficiente de variacion en machos es de 5,725 % de lo que nos da la confiabilidad de
los datos en términos porcentuales.
4.1.1.3. Discusion

En el analisis de los niveles de cortisol en plasma de 100 machos equinos, se obtuvo una
media de 6,731 ug/dL que esté dentro del rango de 13,3 + 7,4 pg/dL segin Zuluaga (2017)
estudio realizado con el mismo kit utilizado en esta investigacion, dando por entender que los
caballos del estudio gozan de bienestar y buena salud en condiciones de altitud, frente a esto
también hacemos una comparacion con la referencia dada por Santschi en 1991 con una media
de 35 pg/dL que esta por debajo de este dato referencial.
4.1.2. Valores de cortisol en Hembras.

En el analisis del cortisol en plasma de equinos hembras obtuvimos la siguiente tabla

Tabla 10. Segunda placa de microtitulacion analizadas en el Lector de Microplacas ELISA:
absorbancia a 450nm: curva de absorbancia (6/6); plasma de equinos hembras (100/100).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
A 2,171 1,388 1,115 0,939 0,404 0,240 0,400 2,199 2,101 1,867 2,095 2,166 2,197 2,293
B 1,989 1,135 1,230 1,174 0,681 0,680 0,497 2,185 2,117 2,131 2,106 2,088 2,142 2,333
C 1411 1179 1,293 1,283 0,623 0,674 0,618 2,225 2,016 1,897 1,446 2,030 2,256
D 0,892 1,028 0,900 0,816 0,793 0,617 0,307 2,260 2,229 2,097 1,982 2,015 2,255
E 0,465 1,238 1,173 1,363 0,840 0,743 0,440 2,177 2,145 1,991 2,096 1,961 2,220
F 0,311 1,462 1,105 1114 0,613 0,583 0,802 2,310 2,156 2,049 2,077 2,239 2,261
G 1,236 1,479 1,059 0,998 0,501 0,877 2,250 2,076 1,690 2,188 2,341 2,378 2,335
H 1,592 1,189 0,966 0,588 0,727 0,394 2,266 2,286 2,174 2,168 2,020 2,242 2,209

Los datos obtenidos de la absorbancia para la curva de referencia de esta investigacion en

hembras son representados en la siguiente figura.
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Figura 10. Curva estandar de los datos de absorbancia y valores de cortisol en pg/dL
(hembras).
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Para obtener los resultados de la absorbancia 450nm a pg/dL en una hoja de calculo de

Microsoft Excel obtuvimos la ecuacion de la siguiente grafica de dispersion de lineas rectas y

marcadores.
Figura 11. Dispersion de lineas rectas y marcadores. (Hembras)
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Figura 12. Distribucion normal: construidas en torno a la media y la desviacion estandar
referente de datos obtenidos de 100 equinos hembras.
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En la figura 12 observamos la representacion grafica de la media de los niveles de cortisol
7.117 pg/dL y la desviacion estandar 2.14 referente de datos obtenidos del plasma de equinos
hembras, indica que la densidad esta concentrada en torno a la media y se hace muy pequefia
conforme nos alejamos del centro por la derecha o la izquierda. Indicando que el eje de las
abscisas corresponde a los niveles de cortisol pg/dL. Este hecho, se debe a la forma
acampanada y simétrica que posee su funcion de densidad, reconociendo una zona media,
céncava y con el valor medio de la funcién en su centro conformado por los elementos mas

comunes y los valores menos frecuentes, en los extremos.



Tabla 11. Niveles de cortisol: Hembras

o1

Concentracion de cortisol en pg/dL

2,715
2,571
5,926
3,570
3,361
3,304
2,867
4,076
0,240

3,880

2,165
2,440
1,659
3,804
2,670
3,126
1,194
2,659
3,187

1,566

3,838
3,297
1,688
6,307
3,924
3,369
2,234
1,206
0,308

3,976

2,267
5,484
4,840
3,697
2,615
5,400
5,783
2,849
1,047

4,771

6,043
3,304
3,509
2,947
1,107
6,695
2,928
4,274
4,048

3,311

4,852
3,304
4,131
3,390
5,400
3,221
2,692
1,305
11,277

2,609

3,010
0,908
2,084
5,798
1,200
8,841
1,511
8,510
5,070

3,333

4,692
3,486
3,915
6,216
1,714
0,409
0,835
1,951
5,470

4,759

7,456
4,996
3,730
7,255
6,779
3,665
3,140
3,641
2,959

2,080

0,122
1,174
0,539
0,450
-0,151
0,602
1,154
-0,168
1,177

0471

4.1.2.1. Datos obtenidos en el analisis estadistico en equinos hembras.

Tabla 12. Analisis estadistico en hembras

HEMBRAS VALOR

Media
Rango
Mediana
Moda

Varianza

Desviacion

Coeficiente

7.117
34.331
5.353
3,980
29,495
5,431

3.334
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En latabla 12 se muestran los datos obtenidos en el analisis estadistico, obteniendo la media
aritmética, rango, mediana, moda, varianza, desviacion tipica, y coeficiente de variacion.

El rango de 34.331 en hembras expresa la diferencia entre valor minimo 1,927 y maximo
39,852 en cada variable de estudio.

La mediana es de 5.353 en hembras

La moda 3,980 en hembras llega a ser un valor con mayor frecuencia absoluta de la
investigacion.

La varianza expresa el grado de dispersion de los datos con respecto a la media aritmética,
por lo que en hembras tiene un valor de 29,495 lo cual demuestra una dispersion.

La desviacion tipica brinda informacion sobre la dispersion media de una variable
obteniendo en hembras de 5,431 corroborando su dispersion.

El coeficiente de variacion en hembras es 3.334 % de lo que nos da la confiabilidad de los
datos en términos porcentuales.
4.1.2.2. Discusion

En el analisis de los niveles de cortisol en plasma de 100 hembras equinos, se obtuvo una
media de 7.117 pg/dL que esta dentro del rango de 13,3 + 7.4 pg/dL segun Zuluaga 2017
estudio realizado con el mismo kit utilizado en esta tesis, dando por entender que las yeguas
del estudio gozan de bienestar y buena salud en condiciones de altitud influyendo en el sexo
hembra en dichos niveles de cortisol, frente a esto también hacemos una comparacion con la
referencia dada por Santschi en 1991 con una media de 35 pg/dL que esta por debajo de este

dato referencial.
4.1.3. Media aritmética.
Realizando el anélisis estadistico obtuvimos las medias en machos y hembras los cuales

se encuentran en el siguiente cuadro.
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Tabla 13. Analisis de medias en equinos machos y hembras.

Niveles de cortisol de ELISA cuantitativo Niveles de cortisol
esta investigacion en referenciado por Zuluaga referenciado por Santschi
ug/dL (2017) en pg/dL etal, 1991

Machos 6,731 133+7,4 35

Hembras 7.117 133+74 35

Las medias de 6.731 pg/dL y 7.117 pg/dL en machos y hembras respectivamente estan
dentro del rango de 13,3 + 7,4 ug/dL segun el estudio de Zuluaga (2017), por lo que las medias
obtenidas en esta investigacion son valorados como datos referenciales de cortisol en plasma
de equinos para diagndsticos en condiciones de altitud, dado por entender que los animales de
este estudio estan en un entorno de bienestar.

En comparacién con los niveles de cortisol referenciado por Santschi et al, 1991, los
resultados obtenidos en esta investigacion si varia por debajo de 35 pg/dL.

Segun Grandin (1997). Explica que los niveles de cortisol son altamente variables y no se

deberian hacer comparaciones absolutas entre distintos estudios.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

5.1. Conclusién.

En esta investigacion se determiné la concentracion de cortisol con valores promedio en
machos de 6.731ug/dL y en hembras 7.117 pg/dL datos que estdn dentro del rango de
referencia de 13,3 + 7,4 pg/dL, por lo cual es un valor util y sirve como informacion cientifica
para referencias en laboratorios clinicos veterinarios ubicados en zonas geograficamente de
altitud para un diagnostico méas certero y para que el Médico Veterinario tenga mejores

resultados con tratamientos adecuados en equinos.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda realizar mediciones de cortisol a nivel de altura en equinos para deportes
ecuestres con tomas de muestras sanguineas antes y después del esfuerzo fisico, de la misma
manera se podria hacer mediciones de cortisol en plasma de equinos criollos antes y después

del trabajo.

Se recomienda hacer mediciones de testosterona a nivel de altura que es Gtil para determinar
la madurez sexual en el macho, condiciones de criptorquidismo y tumores ovaricos en yeguas,
los resultados de estos andlisis brindan evidencia adicional de la existencia de esta enfermedad

y la necesidad de una intervencion quirdrgica.

Se recomienda hacer medicion de estrogenos compuestos producidos por la placenta o el
feto, y no por la madre, tendria ventajas en el diagndstico de gestacion y como indicador de la
viabilidad fetal en animales domésticos. La estrona es producida por el embrion bovino y
concentraciones de Sulfato de estrona (E1S) aumentan en plasma maternal desde

aproximadamente el dia 70 de gestacion.
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Se recomienda también realizar investigaciones en condiciones de altitud en especial de los
distintos niveles de biomarcadores como hidrocortisona, glucosa, lactato con distintas técnicas

y Kits de distintos fabricantes.
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7. ANEXOS

7.1. Datos obtenidos en esta investigacion.

Tabla de datos obtenidos en el lector de microplacas: absorbancia a 450nm. Equinos machos

y hembras.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
A 2,171 1,388 1,115 0,939 0,404 0,240 0,400 2,199 2,101 1,867 2,095 2,166 2,197 2,293
B 1,989 1,135 1,230 1,174 0,681 0,680 0,497 2,185 2,117 2,131 2,106 2,088 2,142 2,333
C 1,411 1,179 1,293 1,283 0,623 0,674 0,618 2,225 2,016 1,897 1,446 2,030 2,256
D 0,892 1,028 0,900 0,816 0,793 0,617 0,307 2,260 2,229 2,097 1,982 2,015 2,255
E 0,465 1,238 1,173 1,363 0,840 0,743 0,440 2,177 2,145 1,991 2,096 1,961 2,220
F 0,311 1,462 1,105 1,114 0,613 0,583 0,802 2,310 2,156 2,049 2,077 2,239 2,261
G 1,236 1,479 1,059 0,998 0,501 0,877 2,250 2,076 1,690 2,188 2,341 2,378 2,335
H 1,592 1,189 0,966 0,588 0,727 0,394 2,266 2,286 2,174 2,168 2,020 2,242 2,209
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
A 2,171 1,388 1,115 0,939 0,404 0,240 0,400 2,199 2,101 1,867 2,095 2,166 2,197 2,293
B 1,989 1,135 1,230 1,174 0,681 0,680 0,497 2,185 2,117 2,131 2,106 2,088 2,142 2,333
C 1,411 1,179 1,293 1,283 0,623 0,674 0,618 2,225 2,016 1,897 1,446 2,030 2,256
D 0,892 1,028 0,900 0,816 0,793 0,617 0,307 2,260 2,229 2,097 1,982 2,015 2,255
E 0,465 1,238 1,173 1,363 0,840 0,743 0,440 2,177 2,145 1,991 2,096 1,961 2,220
F 0,311 1,462 1,105 1,114 0,613 0,583 0,802 2,310 2,156 2,049 2,077 2,239 2,261
G 1,236 1,479 1,059 0,998 0,501 0,877 2,250 2,076 1,690 2,188 2,341 2,378 2,335
H 1592 1,189 0,966 0,588 0,727 0,394 2,266 2,286 2,174 2,168 2,020 2,242 2,209




Tabla de cortisol: equinos machos
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Concentracion de cortisol en pg/dL

6,000 7,173 5576 10,393 9,902 -0,195 0,669 0,796 -0,796  -0,186
3,164 6,055 10,724 14,299 27,150 -0,132 -0,326 0,505 0,649 0,063
4,688 5,488 4,892 18,028 26,301 -0,309 0,049 -0,146 -0,047 0,443
6,971 9,608 7,183 12,074 18,224 -0,460 -0,001 -0,056 0,316  -0,438
6,537 6,595 8,435 117,479 14,182 -0,096 2,515 0,283 0,599  -0,287
8,098 7,276 14,930 12,897 51,980 -0,669 -0,083 0,231 0,674  -0,464
5,982 7,760 25,769 13,010 21,955 0,374 1,459 4,229 0,951 -0,771
4,106 8,805 12,878 14,205 10,923 -0,569 0,114 0,842 -0,370  -0,239
3,977 9,126 14,066 11,814 -0,417 0,255 1,293 0,278 -0,943 0,599
6,441 6,586 11,053 15,066 -0,485 0,179 0,273 0,369 -0,383 0,763
Tabla de cortisol: equinos hembras
Concentracion de cortisol en pg/dL

2,715 2,165 3,838 2,267 6,043 4,852 3,010 4,692 7,456 0,122

2,571 2,440 3,297 5,484 3,304 3,304 0,908 3,486 499 1,174

5,926 1,659 1,688 4,840 3,509 4,131 2,084 3,915 3,730 0,539

3,570 3,804 6,307 3,697 2,947 3,390 5,798 6,216 7,255 0,450

3,361 2,670 3,924 2,615 1,107 5,400 1,200 1,714 6,779 -0,151

3,304 3,126 3,369 5,400 6,695 3,221 8,841 0,409 3,665 0,602

2,867 1,194 2,234 5,783 2,928 2,692 1511 0,835 3,140 1,154

4,076 2,659 1,206 2,849 4,274 1,305 8,510 1,951 3,641 -0,168

0,240 3,187 0,308 1,047 4,048 11,277 5,070 5,470 2,959 1177

3,880 1,566 3,976 4,771 3,311 2,609 3,333 4,759 2,080 0,471




7.2. Fotos

Foto 1. Auscultacion de la frecuencia cardiaca.
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Foto 3. Muestras de plasma sanguineo.
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Foto 5. Kitsy las muestras de plasma.
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Foto 7. Pipeteo de cada muestra de plasma en posillos.
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Foto 9. Placa con los primeros datos en 450 nm de absorbancia.
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