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Introduccion

El manejo reproductivo en animales silvestre en cautiverio es una herramienta de gran ayuda dentro
de las instituciones zooldgicas. Actualmente los centros que albergan ejemplares silvestres, no solo
tienen que preocuparse de reproducir a especies que no han tenido éxito reproductivo en muchos
afos, sino que también deben de tomar medidas para controlar la reproduccion de las especies que
no presentan problemas en el area, y que en consecuencia pueden causar sobrepoblacion de los
exhibidores, poniendo en riesgo el bienestar de los ejemplares al encontrarse hacinados.

Los encargados de la reproduccion en dichas entidades deberan de poner atencién en todas las
areas relacionadas a la reproduccién como son: Anatomia, Fisiologia, Endocrinologia, Nutricion,
Patologias, Manejo y Etologia, entre otros.

Para lograr la finalidad planteada, se debera contar con bases sélidas sobre la fisiologia reproductiva
permitira elaborar estrategias que conduzcan el éxito reproductivo de los ejemplares en cautiverio,
contribuyendo con los objetivos de los zooldgicos modernos (Conservacion, Educacion,
Investigacion y Recreacion).

Objetivo general

Conocer algunas de las técnicas de reproduccion asistida que se emplean en animales de fauna
silvestre en cautiverio, para que los alumnos adquieran las herramientas necesarias para su
desarrollo profesional en el campo de reproduccién de fauna silvestre en cautiverio.

1. Determinacion de hormonas mediante el uso de técnicas no invasivas

Objetivo de la unidad
Comprender las técnicas de monitoreo endocrinoldgico no invasivo, que serviran como herramienta
diagndstica en ejemplares de fauna silvestre.

Calculo y elaboracién de soluciones

Objetivo

El alumno conocera los reactivos para elaborara las soluciones de trabajo necesarias para los
ensayos endocrinolégicos, de acuerdo a los lineamientos establecidos en el Laboratorio de
Reproduccion.

Actividades

Identificar el uso practico de cada uno de los reactivos a elaborar, mismos que seran utilizados
durante las practicas subsecuentes.

Realizar las ecuaciones necesarias a fin de determinar las concentraciones requeridas para cada
dilucién

Habilidades y destrezas a adquirir
Desarrollo de la habilidad practica para determinar los volumenes requeridos que integraran cada

solucion de trabajo, y su elaboracion.

Desarrollo de la practica

Identificar los reactivos necesarios para la preparacion de las soluciones que se emplearan a lo largo
de las practicas de determinaciones hormonales, asi como el uso del equipo utilizado para su
elaboracioén (ejemplo: balanza, potenciémetro, agitadores).

El alumno preparara las siguientes soluciones:

1. Solucidn para fijacion de anticuerpos (Buffer de Pegado)



(Buffer de bicarbonato de sodio a una concentraciéon de 0.05 M y pH 9.6)
Reactivos necesarios para preparar 1000ml

* Na2COs3 1.59 g
= NaHCOs 293¢
= Agua bidestilada 1000 ml

NOTA: Una vez elaborada la solucién se debera revisar el pH a temperatura
ambiente y se almacena a 4°C.

2. Solucién de Lavado (EIA WASH)
Reactivos necesarios para preparar 1000ml
(La solucion inicial tendra las siguientes caracteristicas: 0.15 M NaCl, 0.05% Tween 20,
Stock concentrado a 10X)

= 1.5MNaCl 87.66 g
*  0.5% Tween 20 5.0 ml
= Agua bidestilada 1000 ml

La solucion de trabajo debera de tener una concentracion 1X, por lo que se debera de realizar
el siguiente procedimiento:

= 100 ml de la solucién stock a 10X

= 900 ml de agua destilada

= Almacenar a temperatura ambiente

3. Solucion de parado (STOP)
Solucién: Acido hidrofltiorico con NaOH 0.006 M
= Acido hidrofltiorico (48%) 6.24 g 48% liquido HF
» Hidréxido de sodio (NaOH) 1.2 ml NaOH 5.0 M 6 6.0 ml de NaOH 1.0 M
= Agua destilada 1000 ml

El alumno calculara las diluciones de trabajo:

Las soluciones de trabajo se componen de un diluyente y de una solucién inicial, la mayoria de las
ocasiones las soluciones iniciales tienen una dilucion previa, razén por la cual debe ser considerada
al momento de formularla la solucion de trabajo.

Debido a lo anterior es necesario realizar calculos de diluciones, a fin de preparar las soluciones que
se utilizaran en el ensayo.

Para determinar el volumen requerido se debera utilizar la siguiente formula.

CieVi = CfeVf
Donde
Ci = Concentracion Inicial
Vi = Volumen Inicial
Cf= Concentracion Final
Vf= Volumen Final

Cada laboratorio ha adecuado las soluciones de trabajo a las condiciones particulares de cada uno
de ellos.

Ejemplo: Se requiere una solucién cuya concentracion es de 1:10,000 en un volumen de 4,000
microlitros, considerando que la solucion stock se encuentra en una concentracion de 1:20.

Entonces:
e El volumen inicial es desconocido
e La concentracion inicial sera: 1:20
e El volumen final: 4,000 microlitros
e La concentracion final: 1:10,0000



Sustituyendo:
CieVi = CfeVf

1:20 + X =1:10,000 * 4,000 microlitros

Despeje
X =(1:10,000) - 4,000
(1:20)
X =(1/10,000) « 4,000 X =0.0001 - 4,000 X=_04 o
(1/20) 0.05 ‘ 0.05 ‘ X=8 microlitros

Es decir, 8 microlitros seran tomados de la solucion stock y seran colocados en 3,992 microlitros
del diluyente, para obtener un total de 4,000 microlitros que seran utilizados como solucion de
trabajo.

Ensayo ligado a enzimas (ELISA)

Objetivo:
El alumno conocera el fundamento de la técnica de ELISA, la cual sera utilizada para realizar
cuantificacidon de hormonas esteroides.

Antecedentes y fundamente del ensayo

El ensayo ligado a enzimas (ELISA por sus siglas en inglés) es una técnica cuantitativa basada en
la union antigeno (Ag) — anticuerpo (Ac). Consiste que uno de los compuestos anteriores se
encuentra ligado a una enzima, la cual cataliza al sustrato produciendo una coloracion, lo que permite
realizar la medicion de la concentracion con ayuda de un espectrofotometro, para los casos de ELISA
cuantitativo. Los anticuerpos utilizados pueden ser monoclonales o policlonales, los cuales
reconocen una o mas de dos epitopos respectivamente, ha sido usado como reactivos analiticos
especificos para la cuantificacion de antigenos de algun agente patégeno, proteinas, hormonas o
farmacos. Esta prueba puede realizarse a partir de diferentes muestras como son: extractos de
tejidos, suero, orina, heces, pelo, etc., Io que lo convierte en ensayos de gran utilidad para estudios
no invasivos como orina y heces, ya que en fauna silvestre resulta poco practico tener acceso a una
muestra de suero sanguineo. Dentro de sus cualidades esta la versatilidad, la sensibilidad y el facil
acceso.

De acuerdo a la forma en como se realiza la reaccion Ag-Ac, el ELISA se clasifica en Directo,
Indirecto, Sandwich y Competitivo.

Generalmente el ELISA Directo se utiliza para la determinacion de antigenos, mientras que el
Indirecto es utilizado para determinar anticuerpos.

En el caso del ELISA competitivo, consiste en recubrir una placa de microtitulacion (fase solida)
con un anticuerpo que es especifico para el antigeno que se va a medir. La base de la técnica reside
en una competencia entre una forma conjugada con una enzima prepreparada del antigeno de
concentracién conocida contra la muestra desconocida, para los sitios de union previamente
dispuestos en la placa ELISA. El antigeno no conjugado dentro de la muestra interfiere con la
capacidad del antigeno conjugado con la enzima para unirse al anticuerpo. Por lo tanto, la lectura
esta inversamente asociada con la cantidad de antigeno, es decir, mientras menos color mayor
cantidad de Ag. (Fig 1)



Fig1. Placa de ELISA competitivo, sobre la flecha se observa la curva de
calibracion (9 puntos), de cémo el color inicialmente es mas intenso y se
atenuda hacia el lado derecho, donde la concentracién de la curva va
aumentando.

Actividades
Realizar la cuantificacion de hormonas esteroides a partir de diferentes tipos de muestras.

Habilidades y destrezas a adquirir
El alumno tendra los conocimientos basicos para desarrollar e interpretar correctamente una ELISA,
considerando cada una de las partes que lo integran para finalmente poder emitir un diagnéstico.

Desarrollo de la préactica

Dada su diversidad de usos, puede ser utilizada para la determinacién de hormonas, las cuales van
desde esteroides hasta hormonas proteicas. En el ultimo caso se tiene como limitante que al ser
analitos especificos de especie hay que disefiar anticuerpos para cada uno de los géneros
taxonémicos, razon por la cual la mayor utilidad recae sobre las hormonas esteroides.

Para entender el desarrollo de la prueba inicialmente se explicaran los elementos que conforman la
prueba, para después explicar su desarrollo.

El ELISA esta conformado por los siguientes elementos:
o Fase solida:
o Usualmente es una microplaca de 96 pozos, distribuidos en 12 columnas y 8 filas (Fig. 2)
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Fig 2 Ejemplo de una microplaca de titulacion que
sirve de fase sélida dentro de una prueba de ELISA
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e Fijado o absorcion del Anticuerpo

o Elfijado o absorcion del anticuerpo es cominmente llamado pegado, el cual es un resultado
de la interaccion hidrofébica entre la estructura no polar de la proteina y la composicion del
plastico del que esta compuesto la fase sélida.

o La unién de anticuerpos u hormonas se realiza con facilidad gracias a la capacidad que
tienen las proteinas de adsorberse a un pH 9.0 a la superficie de plasticos tratados. La unién
del inmunorreactivo a la fase sélida se realiza por medio de adsorcion fisica directa, de la
inmovilizacién covalente, o por sistemas combinados.

e Anticuerpo (Ac)
o Los anticuerpos utilizados para EIA pueden ser de tipo policlonales o monoclonales.

= Los Ab policlonales son el resultado de una estimulacion antigena producida en
ejemplares vivos, los cuales reconocen varias porciones del ag.

= Los monoclonales son producidos en cultivos celulares, sin embargo estos inicialmente
fueron generados a partir de la inmunizaciéon en seres vivos. Tienen una mayor
especificidad ya que solo reconocen una porcion en especifico del ag, en comparacion
con los policlonales (fig 3).
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Fig 3. Del lado Izquierdo se representan Ac policlonales y su unién en diferentes epitopos de un Ag. Lado Derecho se
representa un anticuerpo monoclonal, unido a una regién especifica.

e Incubacion.
o Laincubacién es el tiempo necesario para que se logre una reaccion entre el anticuerpo y la

fase solida o bien para que se dé la reaccion antigeno (Ag) - Ac.

= Cuando se realiza una incubacion inicial, es decir, la adhesion del anticuerpo a la fase
sélida, la cual se da por enlaces covalentes, se requiere de un buffer con una molaridad
de 0.05 My pH 9.6, el cual fue descrito en la parte inicial del presente escrito.

= Es recomendable que los buffers utilizados durante la reaccion entre el antigeno y el
anticuerpo cuenten con caracteristicas similares a las condiciones fisiolégicas de un
organismo, es decir:
[ pH 7.2
e Temperatura 37°C (15 a 25°C)
¢ Molaridad 0.15M de NaCl

Nota: cuando se requiera que tener una mayor sensibilidad del ensayo, las caracteristicas de
incubacion pueden ser modificadas, principalmente la temperatura

o Tiempo de equilibrio dependera de la incubacion que se esté realizando.
= Enlos casos donde se fija el anticuerpo a la fase solidad el tiempo sera de 18 a 24 hrs,
mientras que la reaccion antigeno anticuerpo tendra una duracion promedio entre 1 a 3
horas, sin embargo existen protocolos que requieren incubacion de hasta 24 horas y
temperaturas bajas de 4°C.
e Lavado
o El lavado se utiliza en varios momentos del desarrollo de la prueba y tiene como finalidad
eliminar los excesos de los reactivos utilizados, tal es el caso de anticuerpos, antigenos,
controles de calidad y controles para la calibracion de los equipos. Para ello se utilizan
soluciones salinas que contienen un detergente no iénico débil, el uso de estos detergentes
es evitar ser agresivos con las proteinas que ya han sido fijadas.




Antigeno (Ag)

o Son proteinas, carbohidratos u hormonas que reacciona con un anticuerpo especifico, la
inoculacién de estas sustancia dentro de un organismo vivo puede generar los anticuerpo,
en ocasiones deberan de estar acompafados de sustancias que estimulen al sistema
inmune para la produccion de anticuerpos.

e Enzima conjugada:

o Es el complejo formado entre una enzima adherida a una proteina, en este caso a un Ab o
Ag. Esta sustancia que reacciona como catalizador provocando una accién especifica, la
cual dara una coloracién que sera la forma de cuantificar (ELISA cuantitativo) o calificar
(ELISA cualitativo) la reaccion que se esta llevando acabo.

Controles de Calidad (CC):

o Los CC son muestras especiales que son suficientemente estables y homogéneas para dar
el mismo resultado, y que estan disponibles en cantidad suficiente para repetir los analisis a
lo largo del tiempo, estas CC serviran para confirmar los resultados sean homélogos vy el
ensayo funcione de manera adecuada.

Sustrato

o Compuesto quimico que al reaccionar con la enzima produce un color determinado. Los mas
comunmente utilizados son el 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) mas
conocido como ABTS y 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB).

Cromdforo:

o Sustancia quimica que al ser excitado produce un color, en el caso de esta prueba es como

resultado de la interaccion entre el sustrato y la enzima.
Parado de la Reaccién:

o Accion por la cual, con el uso de un &cido, se detienen la accién del sustrato, por lo que el

cambio de color se hace mas lento, permitiendo su interpretacion.
Lectura:

o Para la técnica donde solo se requiere una determinacién cualitativa la lectura se realiza por
la presencia o ausencia de color y dependera de los puntos establecidos previamente,
considerando a las caracteristicas de la prueba.

o Enlos casos donde se requiere una interpretacion cuantitativa, la lectura se hace con ayuda
de un espectrofotometro, utilizando una longitud de onda especifica de acuerdo a la
coloracion obtenida (Cuadro 1).

Cuadro 1 Longitudes de onda recomendadas
de acuerdo a la coloracién obtenida

Color Longitud de Onda
Amarillo 450
Verde 414
Café 450
Azul 650
Amarillo 420
Morado 588

Desarrollo de la Técnica de EIA
El alumno aplicara los conocimientos adquiridos previamente para realizar la cuantificacion de
hormonas, aplicando la técnica de EIA.

Actividades
El alumno realizara la cuantificacidon de hormonas esteroides a partir de diferentes tipos de matrices.

Habilidades y destrezas a adquirir
El alumno adquirira las habilidades necesarias para poder desarrollar e interpretar la cuantificacion
de hormonas por el método de EIA.

Desarrollo de la practica



La técnica de ELISA.
e FEtapa1
o Fijacion del anticuerpo.
= Para fijar el anticuerpo se requiere hacer una dilucion el Ab con el Buffer de pegado.
La concentracion varia dependiendo del tipo de placa (fase solida) a utilizar y la
hormona que sera utilizada.

e Ejemplo:
o P4=1/8,000
o E1G=1/15,000
o Cortisol= 1/12,000
o Los anticuerpos utilizados se diluiran a fin de colocar una concentracién

conocida dentro de cada pozo, previo a esto ser haran pruebas para
determinar la concentracién minima necesaria que reaccionara con la enzima
conjugada, con ello optimizar los reactivos. Para lograr lo anteriormente
expuesto se podra hacer uso de la férmula: CisVi = CfeVf

Ejemplo de elaboracion de anticuerpo.

Se requiere una dilucién 1/15,000 para cubrir una placa de 96 pozos con 100uL cada pozillo, es decir
se requiere un volumen de 96000 ul, al que habra que considerar un 5% de volumen de trasvase o
desperdicio para un volumen total de 10080uL. Considerando que el anticuerpo se encuentra diluido
1/100 tenemos que:

Entonces:
e El volumen inicial es desconocido
e La concentracion inicial sera: 1:100
¢ El volumen final: 10080 microlitros
e La concentracion final: 1:15,0000

Sustituyendo:
CieVi = CfeVf
1:100 « X = 1:15,000 » 10,080 microlitros
Despeje

X = (1:15.000) + 10,080
(1:100)

X =(1/15,000) - 10,080 X =0.000066 < 10,080 ‘ X=_0.672 ‘ X=67.2 microlitros
(1/100) 0.01 0.01 '

Es decir, 67.2 microlitros seran tomados de la solucion inicial y seran colocados en 10012.8

microlitros del diluyente, para obtener un total de 10080 microlitros que seran utilizados para

adicionar 100uL a cada pocillo.

NOTA: Las concentraciones pueden variar de acuerdo a las caracteristicas del anticuerpo utilizado,
ya que algunos tienen una interaccion mas débil con la fase soélida, en comparacion con otros,
ademas de los equipos utilizados para su interpretacién dentro del laboratorio.

o Para el llenado de los pozos se colocan 50 o 100 ul (microlitros) de coating buffer en cada
pozo, en las coordenadas A1y B1 se colocara solamente dicho buffer, lo que servira como
valor de referencia blanco. En tanto, que en el resto de los pozos de A2 a H12 se colocara
la solucién de anticuerpos elaborada previamente.



o Incubacién: se debera dejar incubar por un lapso minimo de 18 horas a 4°C.

Etapa 2

o Después de las 18 horas de incubacion se retira el exceso de solucién decantando la placa.

o Lavado 1: Se lava la placa con solucién de lavado, existen protocolos que requieren de 1 a
5 lavados, en nuestro caso se realizan dos veces el procedimiento.

o Colocar en los pozos 50 o 100 microlitros de las muestras a las que se realizara la
determinacion hormonal, ubicandolas de la siguiente forma:

UNE (Union No especifica): Pozos A1y B1

BO (Union Maxima): Pozos A2 y B2

Curva Estandar: La curva estandar son valores conocidos de la hormona los cuales

seran comparados con las muestras desconocidas. Estos pueden ser desde 5 hasta 11,

dependiendo de los protocolos elaborados. Se colocan a partir de A3 con su respectiva

replica, es decir, la misma sustancia en la coordenada de inferir (B3).

e Preparacion de Curvas Estandar

(o]

Las curvas de calibracién son muestras cuyo valor de hormona has sido
determinado por las personas que estan desarrollando la técnica, dichos
valores permitirdn compara el resultado de la muestra desconocida, con la
muestra conocido permitiendo asignarles un valor cuantitativo.

El proceso para el desarrollo puede hacerse de varias formas, el mas practico
es colocar una concentracién de hormona conocida en un tubo de vidrio,
esperar a que este se liquidé en el cual estd suspendido se evapore y
resuspenderlo a un volumen conocido, en nuestro caso, colocamos 50ng en
un tubo se afaden PBS (Solucion Buffer de Fosfatos) para obtener una
concentracion de 50ng/ml. A partir de esta solucion se hacen diluciones dobles
seriadas para obtener las siguientes cantidades.

Ejemplo Curva de Calibracion (Cuadro 2)

Cuadro 2 Ejemplo de concentraciones
utilizadas en una curva de calibracion
‘ Punto de Concentracion

Curva ng/ml
BO 0.000
0.024
0.048
0.097
0.195
0.390
0.781
1.562
3.125
6.250
12.50
25.00
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Al término de la curva de calibracion se colocan por duplicado las muestras
de las cuales se desea hacer la determinacion.

Los controles de calidad se colocan al final de las muestras, los cuales
también deberan de ir en duplicado.

Colocacion de la Enzima Conjugada: una vez que los pozos han sido recubiertos de acuerdo

al paso anterior, con ayuda de una pipeta multica canal se coloca el conjugado a todos los
pozos (de A1 a H12), el cual es hormona marcada que competira con la muestra a fin de
ocupar los lugares disponibles. Este tipo de EIA es por competencia (Figura 4).
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Fig 4 Representacion esquematica del montaje para la placa ELISA. Donde UNE es la unién no especifica, BO
es la unién maxima antigeno anticuerpo, ST Curva estandar, Mp. Muestra problema. Mc. Muestra control.

o Incubacién 2: Se realizara por un periodo de 2 horas a una temperatura entre los 20-22°C,
preferentemente cubierto de la luz.
o Lavado 2: Se decanta el contenido y se lava dos veces la placa con solucién de lavado.
o Anadir el Sustrato: El sustrato utilizado puede ser ABTS o TMB, del cual se afiaden 100ul
por pozo desde el A1 al H12
= Preparacion del TMB
= ElI TMB es uno de los muchos sustratos que pueden ser utilizados para realizar el
revelado de la reaccion y poder cuantificar las cantidades de hormona presente en una
muestra. Consta de dos elementos: Citrato de Fosfato que es un buffer acido el cual
contiene perborato de sodio que permite la reaccion oxidacién-reduccion y la
Tetrametilbenzadina un cromégeno que es el cambiador de color
e Se diluyen el contenido de una capsula de citrato fosfato (CF) en 100ml de agua
bidestilada.
e Tomar 10 ml de la solucion (CF).
¢ Afadir una pastilla de TMB y dejar que se diluya en la solucién de citrato fosfato,
lo cual toma un tiempo promedio de 5 min.
e Anadir a todos los pozos.

NOTA: El sustrato debera de prepararse minutos antes de ser afiadido a la placa, ya que de lo
contrario se quela, haciendo que la reaccién con la enzima sea débil.

Es importante no tener contacto directo con la solucion de TMB, ya que el acumulo de esta
sustancia en el organismo puede tener efectos nocivos en el personal.

o Incubacién 3: Una vez que se adiciona el sustrato, se deja incubar por un lapso de 30 min a
una temperatura entre los 20-22°C, en un lugar donde no permita la entrada de la luz para
que la reaccion sea homogénea.

o Parado de la reaccién: una vez transcurrido el tiempo de incubacién 3, se coloca acido
sulfarico (H2S0a4).

o Lectura de la placa: con ayuda de un espectrofotometro a una longitud de onda de 450nm

o Con los resultados obtenidos se realiza la interpretacion de resultados para emitir un
diagnéstico.

Los pasos mencionados previamente se resumen en la figura 5




Fig 5. Pasos para el desarrollo de una Prueba de ELISA de Competencia
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El alumno identificara las muestras que potencialmente pueden ser utilizadas para la extraccion y
cuantificacion de hormonas esteroides por la técnica de ELISA, asi como método de expresion de

las mismas.
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Para determinar las concentraciones hormonales a partir de muestras de orina o heces es necesario
conocer el metabolismo de las hormonas para poder determinar las hormonas a cuantificar en este
tipo de muestras.

Fecales

Las muestras fecales deberan ser sometidas a un proceso de extraccion hormonal, la cual se logra

a partir de alcoholes.

El proceso de extraccion:

e Realizara un desecado de la muestra, para ello la muestra sera sometida a una temperatura
entre 65 y 75 °C, durante un tiempo entre 4 y 5 horas, hasta que el peso de la muestra sea
constante.

e Una vez seca la muestra se pesaran de 0.3 a 0.5 grs

e Se realiza dilucién volumen:masa a una proporciéon 1:10, es decir, por cada 0.1gr de heces
secas se le adicionara un 1 ml de solucién de extraccion, que consiste en una solucion de etanol
al 90%, es decir en un volumen de 1 ml, 900 uL seran de etanol y 100uL de H20 destilada.

e La mezcla previa sera agitada por 1 minuto con ayuda de un vortex

e Una vez homogenizada, se coloca en un agitador para tubos de hematologia, donde
permanecera en agitacion por al menos 8 hrs.

e Posteriormente, los tubo seran centrifugados a 5,000 rpm/min durante 10 min.

¢ El sobrenadante obtenido sera extraido con ayuda de una pipeta (pasteur o micropipeta) para
ser colocado en criotubos, los cuales seran almacenados hasta el momento de su cuantificacion
hormonal.

e Previo a la cuantificacion hormonal se realizara una dilucion del extracto a fin de que sea
cuantificable dentro de las curvas de calibracion preestablecidas.

e Dichas diluciones seran desde 1:10 o 1:100.

Dado que la cuantificacién hormonal se realiza a partir una muestra obtenida en gramos, la expresion
final de la cuantificacion se realzara en ng de hormona/mg heces.

Urinarias

Las muestras urinarias remitidas al laboratorio de endocrinologia deberan ser almacenadas en
congelacion a -20°C hasta el momento de su procesamiento. Lo anterior con la intencion de inhibir
la proliferacion bacteriana, de los organismos que se encuentren presentes por el método de
coleccibn, el cual generalmente es por obtencion directa del piso.

Con el uso de esta técnica generalmente se cuantifican metabolitos de hormonas esteroides
principalmente estrogenos conjugados (E1G) y pregnandiol (PdG)

Al igual que en el caso de las heces, se elaboraran diluciones de la muestra las cuales podran iniciar
de 1/10 o mayores.

Para poder realizar la cuantificacion de hormonas es necesario realizar diluciones se puede partir
desde 1:10 hasta 1:1000, segun sea el caso

Prueba de Jaffe para determinacion de creatinina (Cr)

El uso de la prueba de Jaffe tiene dos funciones. Dado que las muestras de orina en la mayoria de
las ocasiones son colectadas del piso, sera necesario corroborar que estas son idéneas para realizar
cuantificaciones hormonales, es por ello que se debera cuantificar la concentraciéon de Cr urinaria.
Por otra parte, este ensayo sirve para determinar la funcién renal y con ello conocer el grado de
filtrando renal para inferir el filtrado de la hormona. Por otra parte, se obtendra un parametro de
referencia para emitir un resultado con base en una relacién creatinina/hormona, es por ello que
todas las muestras cuyo valor sea inferior a 0.100 mgCr/mL seran no diagnosticas, dado que son
muestra demasiado diluidas, dando como resultado niveles sobre estimados al momento de ser
calculados.
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Desarrollo de la prueba de Jaffé
e La muestra de orina sera diluida en una proporcion 1:100
e Se colocaran 100 microlitros en una microplaca con 96 pozos de:
e Agua, por cuadriplicado, en los pozos 1A, 1B,1Cy 1D
e Estandar de Cr (1mg/ml), por cuadriplicado, en los pozos 1E, 1F, 1Gy 1H
e Muestra, por duplicado o triplicado, a partir del 2A y hasta el 12H
Colocar 50 microlitros de Hidroxido de Sodio (NaOH) 1N, en todas las muestras.
Colocar 50 microlitros de Acido Picrico, en todas las muestras.
Dejar incubar por 15 min a temperatura ambiente.
Leer a en un lector de placas a una longitud de 490nm.

El fundamento de la prueba se basa en la reaccién de la creatininia con el Acido picrico, que en un
medio alcalino forma pricatos, tornando la solucién a una coloracion naranja.

Una vez que se obtienen las densidades opticas (DO) de las muestras se hace un blanqueo de los
resultados, es decir, el promedio la DO del agua se resta al resultado de todas las muestras.
Posteriormente, el promedio de las DO de las muestras es dividido entre la DO del estandar, dando
por resultado los miligramos de Cr /mi

Sanguineas

Las muestras sanguineas remitidas al laboratorio para la determinacién endocrinolégica deberan ser
centrifugadas a 5000rpm/10 min para extraer el suero o plasmas, segun sea el caso. En las
situaciones donde se remiten plasma preferentemente debera ser con heparina, ya que en las
muestras con EDTA, dan un valor inferior al detectado en suero o plasma con heparina.

Previo al proceso de centrifugado, las muestras deberan reposar para que las células rojas se
retraigan y obtener un suero sin hemdlisis. Una vez recuperado el suero, este se trasvasara a
crioviales para su almacenamiento hasta el momento de su proceso.

El suero o plasma podra ser cuantificado sin ser diluido, en caso de que se sospeche que la
cuantificacion sea mayor a la curva de calibracién se podran hacer diluciones dobles seriadas, es
decir; 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128,... hasta encontrar una dilucién idénea que se encuentre
dentro de la curva de calibracién y permita su cuantificacion.

Interpretacion del ELISA

Con los datos obtenidos con ayuda de algun software que actualmente existen en el mercado se
procede hacer el analisis e interpretacion de las muestras, inicialmente se debe observar que la
representacion grafica de la curva de calibracion muestres una pendiente alrededor de los 45°. (Fig
6) Posteriormente determinar los puntos de corte, donde la reaccion es menos especifica, ya que los
valores obtenidos en esos puntos seran poco especificos, de ser asi la muestra tendra que ser
sometida a una nueva cuantificacion, ya sea diluyéndola o concentrandola (Fig 7).
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Fig 6. Representacion grafica de las densidades 6pticas obtenidas de una
curva de calibracion, las lineas negras muestran los puntos de corte.
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Fig 7. Resultados de las concentraciones obtenidas mediante un ELISA de
competencia, analizadas por el programa RIDAWIN

Dependiendo del tipo de muestra que se esté utilizando se hara el ajuste necesario para su adecuada
expresion y emision de resultados.

Cuando la matriz inicial es suero y se utilice una dilucién el resultado solo se multiplicara por el factor
de dilucién, es decir, si el suero fue diluido 1/5 y el resultado fue de 21.94 ng/mL el resultado real
sera de (21.94 x 5) 109.7ng/mL, existen programas que ya calculan el factor de dilucién, por lo que
es importante tener presente esta adecuacion a fin de no sobre estimar los resultados.

En el caso de la muestra corresponda a heces, generalmente se utilizan proporciones de heces y
soluciones, como se explicé previamente, para realizar la extraccion, es por ello que este factor se
debera de considerar al momento de realizar el ajuste final, es decir, si se utilizd una proporcion 1:10,
el resultado final sera (21.94x10) 219.ng/g de heces. En este punto es importante mencionar que la
expresion final no se realiza en ng o pg/mL, si no que se expresa en g de heces, dado que la porcion
de muestra utilizada fue cuantificad en masa, en lugar de volumen.

Finalmente, en el caso de las hormonas cuantificadas a partir de orina se debera de realizar un ajuste
con base en la concentracion de creatinina, la cual servira de valor de referencia. Como ya se
menciond se realizaran la cuantificacion de creatinina y hormonas, una vez obtenidos ambos
resultados se dividira la concentracidn hormonal entre la concentracion de creatinina.

ng de hormona/mL
mg de creatinina/mL

Al tener dos unidades iguales que se dividen, se eliminan, quedando:

ng de hormona
mg de creatinina

Suponiendo que se obtienen 21.94 ng de estrégenos conjugados/mL y 0.350mgCr/mL, se obtendrian
62.68ng de E1G/mgCr
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2. Técnicas de reproduccion asistida
Principales diferencias anatomicas-reproductivas de las especies silvestres

Los diferentes géneros taxondmicos presentan diferencias anatomicas considerables, es por ello que
para realizar propuestas de reproduccion asistida es importante conocer la conformacion del tracto
reproductor.

Objetivo

Identificar las principales técnicas de reproduccion asistida con potencial de implementacion en las
especies de fauna silvestre en cautiverio, asi como conocer los aspectos reproductivos de cada
género taxonémico que podran contribuir al éxito reproductivo.

Actividades
Identificar las caracteristicas del tracto reproductor a partir de animales que causen baja.

Habilidades y destrezas a adquirir

El alumno podra identificar las estructuras anatémicas que seran evaluadas al momento de realizar
una inspeccion del tracto reproductor, con lo que podra analizar la factibilidad de implementar alguna
de las técnicas de reproduccion asistida.

Desarrollo de la préactica

¢ Cuando un ejemplar cause baja se realizara la exploracion del tracto reproductor externo, se
aplicara el protocolo de evaluacién reproductiva a fin de que el alumno pueda familiarizarse
con una evaluacion en vivo.

e Se tomaran citologias del tracto reproductor.

e Una vez que el equipo de anatomo-patologia haya extraido los érganos de cavidad
abdominal, se procedera a ubicar el tracto reproductor insitu de esta forma se evaluaran las
los pros y contras para la implementacion de una biotecnologia reproductiva.

En el cuadro 3 se ejemplifican algunos de los tractos reproductores.

Cuadro 3. Tracto reproductor de algunos géneros taxonédmicos

Nombre comun/ Imagen Nombre comun/ Imagen
Cientifico 9 Cientifico 9
Macho, adulto, Hembra. i i
Gran kudu embra, Juvent,
T Jirafa/ Giraffa
ragelaphus .
; camelopardalis
Strepsiceros
. Hembra
Macho, Piton !
reticulado/ TZE;%?aC;e
Mal ayop, ython Aldabrachelys
reticulatus gigantea
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Evaluacion y criopreservacion de muestras seminales

Una de las actividades mas comunes de fauna silvestre en cautiverio es la criopreservacion de
muestras seminales, la finalidad de dicha practica radica en mantener un banco genémico, que
permita tener una diversidad genética de la especie en el caso de caer en una crisis en su
conservacion.

Actividades:
El alumno realizara la evaluacion de muestras seminales y la criopreservacién de gametos
considerando las particularidades del género taxonémico del cual procede.

Habilidades y destrezas a adquirir

Realizar la evaluacion seminal e implementara el protocolo de criopreservacion de acuerdo al género
taxondmico, asimismo conocera las caracteristicas principales que deberan tener los diluyentes que
seran utilizados para el procedimiento.

Desarrollo de la practica

Cuando se obtiene una muestra seminal al laboratorio, se le deberan de realizar el analisis
espermatobioscopico correspondiente. Para ello de manera inicial se debera de identificar el género
taxonémico del cual proviene, dado que existen algunas especies que requieren un procesamiento
previo a la evaluacion, tal es el caso de primates, en los cuales habra que hacer una licuefaccién de
la muestra a fin de que sea factible la evaluacion de la misma.

En el caso de primates, la licuefaccion se logra mediante la inclusiéon de la muestra en tripsina o en
medio de cultivo a temperatura de 35 a 37°C, experimentalmente se ha usado PSA, sin embargo, no
se ha estandarizado la concentracion a la cual se debera de hacer la inclusion para que esta se lleve
a cabo de forma eficiente.

La concentracion de tripsina utilizada para la licuefaccion preferentemente no debera exceder por
arriba del 1%, aunque algunos estudios han reportado hasta el 5% de inclusion.

Una vez que se ha licuado el coagulo seminal se debera de realizar el examen de la muestra seminal
apegados a los criterios que se establecen en el manual de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), el uso de esta clasificacion permitira homogenizar los criterios de evaluacion, haciendo una
evaluacion objetiva.

Técnicas de coleccion de semen

La recuperacion de gametos puede realizarse por medio de diversas técnicas, entre las que se
encuentran:

o Electroeyaculacion: Consiste en proporcionar estimulos eléctricos en la regio lumbo-sacra, sitio
donde se encuentran los nervios que inervan la regidén genital, al excitar dichos nervios se
promueve la eyaculacién. Sin embargo, como el estimulo es muy amplio en esa region también
se promueve la miccién, por lo que en ocasiones se pueden obtener muestras contaminadas.

Para el desarrollo de la técnica es necesario que el ejemplar se encuentre anestesiado,
momento en el cual se procedera a realizar la evaluacion clinica y reproductiva. Cabe mencionar
que su uso de esta técnica se debe a diversas causas, principalmente hay que considerar que
muchos de los ejemplares son carnivoros de gran tamafio que pueden poner en riesgo al
personal que los maneja, por otro parte, en contraste, hay ejemplares herbivoros que el
constante manejo, sin un adecuado condicionamiento operante, podria derivar en una miopatia
por captura predisponiéndolo a la muerte.

o Procedimiento:
= Contencién quimica del ejemplar:
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e Se deberan usar de manera preferente anestésicos que proporcionen poca
relajacién muscular, ya que de lo contrario la probabilidad de obtener una muestra
contaminada con orina es muy alta.

o Importante: Previo a la electroeyaculacion el ejemplar debera de estar
completamente estabilizado de las constantes fisiolégicas, de lo contrario el
procedimiento se suspendera.

Nota: Las evaluaciones deberan de hacerse en el menor tiempo posible, con la intencion de aque el
ejemplar permanezca el menor tiempo posible anestesiado. Todo procedimiento anestésico tiene un
grado de riesgo.

= Evaluacién del aparato reproductor
e Morfometria del aparato reproductor
o Medicion de testiculos: este parametro es importante, dado que existen
especies que presentan una inhibicion de actividad reproductiva por diversos
factores entre los principales se encuentran:
= Falta de estimulo por presencia de una hembra
= Estatus social
= Temporada reproductiva, aunque este parametro esta bien delimitado
de manera bibliografica para la algunas de las especies, aun existen un
gran numero que no tienen informacion y que las condiciones de
cautiverio pueden hacer que varien de forma drastica, dado que se han
modificado las condiciones naturales de su microhabitat.
o Inspeccion del pene: debera de estar integro y sin laceraciones. (Fig 8)

Fig 8. EVaIuauéHdel peﬁé de un Rinoceronte blanco

e Inspeccién de mucosa del pene y prepucio

o Coloracion: la mayoria de los ejemplares presentan una coloracion rosacea,
sin embargo, existen ejemplares en los cuales se observe una pigmentacion.

o Integridad: tanto la mucosa como el prepucio deberan presentar una
continuidad en su estructura, ya que, de lo contrario, podria ser indicador de
una alteracion, la cual podria ser de tipo metabdlica, infecciosa o de manejo.

o Humedad: para evitar laceraciones y dafio al pene, es recomendable que
haya una correcta humectacion, ademadas que reflejara de manera indirecta
el grado de hidratacién del ejemplar.

o Elasticidad: una adecuada elasticidad permitira un correcto envaine y
desenvaine.
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e Toma de impronta de la mucosa del pene
o La mucosa vaginal y la del pene tienen el mismo origen, por lo tanto, la
morfologia celular que se puede encontrar es similar, si bien, el realizar este
tipo de muestreo no es tan comun es importante llevar un registro, ya que
podria aportar informacion importante, relacionada con el desarrollo y estado
de saludo de los ejemplares (Fig 9).
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Fig.9 Impronta de la mucosa del pene. Lado izquierdo el ejehplar mostro presencia de espermatozoides, posiblemente por
masturbacion por esterotipia, dado que se encontraba separado de la hembra. Lado Derecho, se observan gran cantidad de
neutrdéfilos, asociados a la presencia de esmegma.

e Ultrasonografia:
o Glandulas, principalmente préstata
= El monitoreo de las glandulas accesorias, permitira identificar de
manera oportuna, si estan predispuestos a una hipertrofia de la misma.
o Testiculos.
= Se debera de observar un parénquima integré lo que servira como
indicador indirecto de uno adecuado funcionamiento (Fig 10).

Fig 10 Estudio de ultrasonografia de testiculos de Canguro rojo, dentro del circulo rojo se observa
el parénquima se observa integro y con una adecuada continuidad

= Aplicacion de estimulos eléctricos. Es recomendable usar un electroeyaculador de
volteje regulado, ya que los equipos de voltaje fijo suelen ser poco eficientes. (Fig 11)
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Fig 12 Titi cabeza de ledn anestesiado y monitoreadc; para el procedimiento
de electroeyaculacién

e Obtencion del eyaculado El desarrollo para dicha técnica consiste en introducir
una sonda por el recto hasta llegar a la region lumbo-sacra (Fig 12). Con un
generador de impulsos eléctricos (electroeyaculador), desde donde se podra
regular el voltaje requerido para estimular los nervios de la zona que es
estimulada. La duracion de los impulsos debera de tener una frecuencia entre 3
a 5 segundos de estimulos por 3 a 5 de descanso en series de 15 a 20 (Fig. 13).

Fig. 13 Colecta de muestra por electroeyaculacién. Lado izquierdo inicio del proceso en
un Venado temazate, lado derecho momento de la eyaculacion en un Titi cabeza de leén.

Recoleccion manual: Este procedimiento es poco utilizado en fauna silvestre, dado que los
individuos requieren un entrenamiento, el cual puede lograrse mediante condicionamiento
operante. Asimismo, se ve limitado, dado que en los carnivoros representa un alto riesgo para
los manejadores al verse expuestos a los temperamentos de los ejemplares, sin embargo, en
las especies que se practica dicha técnica se llegan a obtener muestras seminales de buena
calidad, ya que la obtencion se apega a procesos muy parecidos a la fisiologia.
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o De acuerdo al género taxondmico con el que se trabaje se debera de focalizar el tipo,
intensidad y duracién del estimulo.

o En las especies cuyo tipo de pene es vascular el estimulo se tendra que dirigir a la region
del glande, en las especies donde es fibroelastico ese debera de usar a través de masaje
de génadas o una combinacién de ambos.

e Recuperacion postmortem: Esta técnica es muy utilizada en todos los ejemplares que causan
baja, cuya intencion es mantener el potencial genético del ejemplar, el cual podra ser utilizado
por la implementacién de inseminacion artificial.

o Para el desarrollo del procedimiento se deberan de recolectar los testiculos lo mas pronto
posible posterior al deceso del ejemplar, dado que a mayor tiempo posmortem la viabilidad
de los espermatozoides se compromete. Una vez obtenidos los testiculos, se pesan y se
miden a lo largo y ancho, para posteriormente determinar el volumen testicular, mediante
la formula de Lambert, la cual dice:

= 0.71 (Ancho al cuadrado x largo) = volumen testicular

o Se diseca la cola del epididimo para separarla del cuerpo los testiculos. (Fig 14)
= En taxones de talla grande se hace un lavado de la parte final de la cola, es decir, se
expone la seccion donde se introducira con catéter para administrar un medio para de
cultivo celular o diluyente para manejo de muestras seminales y posteriormente se
recupera la solucién introducida, la cual contendra los espermatozoides.

= Cuando el ejemplar es de talla pequefias, una vez expuesto el epididimo, con ayuda
de una aguja o un cateter se inyecta un medio de cultivo celular como es HAM 10,
Hepes o Tris, para posteriormente realizar 2 o 3 cortes a lo largo y ancho de la
estructura a fin de recuperar el medio inyectado previamente. Es importante que se
hayan disecado la mayor cantidad de vasos sanguineos para evitar la contaminacién
de los espermatozoides con restos de sangre, dado que comprometerian la viabilidad
de los gametos.

Fig 14 Epididimo de mono japonés

Analisis Espermatobioscopico

La evaluacién seminal consta de una parte macroscopica y otra microscopica

Evaluacion Macroscépica

Volumen.

En el caso de mamiferos de talla mediana o grande la medicion de este parametro no tiene mayor
complicacion, dado que los volumenes que se obtienen son superiores a 0.5 mL, sin embargo en

caso de mamiferos de talla pequefia o anfibios, aves y reptiles, la medicion se torna un tanto
complicada, dado que, los eyaculados dificiimente sobre pasan los 100 microlitos, Para poder
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realizar la medicion en estos organismos se hace una colecta con micropipetas calibradas a 10
microlitos para ir colectando el eyaculado, de esta forma se mide el parametro en cuestion.

En el caso de primates se tendra que medir el tiempo de licuefaccion, este parametro tiene relevancia
en primates, dado que el eyaculado se solidifica al momento de ser expulsado por acciones de
proteinas presentes en él, principalmente semenogelina Il. La cantidad de esta proteina dara el grado
de dureza, asi como el tiempo de licuefaccion del mismo, que puede ir de minutos a dias. Motivo por
el cual se han utilizado métodos para la licuefaccion del coagulo seminal. Entre ellos el uso de tripsina
al 0.05%. Las especies con mayor dureza en el coagulo son los primates del nuevo mundo, dentro
de los grandes simios los mas complejos para la licuefaccion son los chimpancés (Fig 15).

Fig. 15 Muestra de eyaculado de chimpancé, obtenida de manera
voluntaria mediante conducta redirigida.

Colory pH.

La coloracién y pH del eyaculado al igual que otros parametros estan influenciados por la especie y
la técnica de colecta, entre otros. Es asi que, en el caso de reptiles y aves, el eyaculado puede estar
contaminado con excretas, o productos de desecho como almizcle (sustancia de marcaje y/o
defensa) razon por la cual la coloracion podria verse diferente al clasico color blanco aperlado. En
los casos donde se utiliza la electroeyaculacion, frecuentemente las muestras se contaminan con
orina, dando una tonalidad amarillenta. Influyendo directamente sobre el pH.

Evaluacion Microscépica
Concentracion.
Para la determinacién de la concentracion se utiliza la técnica de la camara de hematocitometro,
bajo los siguientes pasos:
¢ Diluciéon del eyaculado de una concentracién de 1:200
e Se llenan las camaras del hematocitometro, que esta compuesta de dos camaras una
superior y una inferior.
e Contabilizar 5 de los 25 cuadrantes de cada camara (Fig 16)
e Promediar ambos camaras y el resultado obtenido se expresaria de la siguiente forma:

Numero de espermatozoides contabilizados x 107

El x 10" se obtiene de la dilucion utilizada (1/200), por el numero de cuadrantes
contabilizados (1/5), en un volumen total de la camara, el cual es de 1/10,000 de mililitro:

1 1 1 _ 1
200 * 5 * 710000 10,000,000

Si al momento de realizar el conteo de ambas camaras, hay una diferencia mayor al 10%, el
conteo debera de repetirse.
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Fig. 16 representacion de una de las de los cuadrantes de una camara
de neubauer (hematocitometro), en rojo se indican los cuadrantes que
seran explorados y donde se cuantificaran los espermatozoides.

N N .

Ejemplo: En una muestra de carnivoro del cual se obtuvieron 2 mL, se contabilizé en la
camara superior 52 espermatozoides y en la camara inferior 47.
Con estos datos se saca un promedio lo que resulta

52+47 =99
99/2=49.5

Lo que significa que se obtiene una concentracion de 49.5x107
Expresado en otra forma obtenemos 495 x 108
Es decir: 495 millones de espermatozoides por mililitro
Que multiplicado por el volumen total se obtienen
990 millones de espermatozoides totales

Movilidad:

La movilidad es una de las caracteristicas que se debe de evaluar una vez obtenido el eyaculado o
una vez que el coagulo se va licuando, dado que se va perdiendo por el enfriamiento de la muestra
o por la reaccion a la luz y en algunos casos por la contaminacion de la muestra.

La movilidad se clasifica en:

o Movilidad Progresiva Rapida: Los espermatozoides se mueven de forma rapida en una
direccién ascendente ya sea lineal o en circulos grandes.

¢ Movilidad Progresiva Lenta: Los espermatozoides se mueven de forma lenta en una
direccion ascendente ya sea lineal o en circulos grandes o pequefios.

o Movilidad No Progresiva: Los espermatozoides se mueven en su mismo lugar sin avance,
en algunas ocasiones se mueven en circulos pequefios

o No Moviles: No se mueven.

Morfologia y Viabilidad:

Para conocer la morfologia de la muestra seminal se pueden utilizar diferentes tinciones, tal es el
caso de Papanicolaou y Shorr, aunque la mas utilizada es Eosina-Nigrosina. La razén por la cual
ésta es de mayor uso, se basa en su practicidad, la cual no requiere mas alla de 2 min para su
elaboracion, en el cuadro 4 se muestran algunos ejemplos de la morfologia espermatica de algunas
especies.

Procedimiento para tincién con eosina-nigrosina:
e En un portaobjetos colocar:
o una gota de 10 microlitros de la muestra seminal
o una gota de 10 microlitros de la tincion Eosina-Nigrosina
e Mezclar
e Realizar un barrido sobre el porta objetos
e Montar la laminilla
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e Observar al microscopio

Con el uso de esta tincion se puede observar de manera practica y facil la morforlogia de las células
y la integridad de las mismas. Es decir, se podra evaluar si los esperamatozoides estan vivos o
muertos. El fundamento de esto ultimo se basa en que las células vivas mantienen integra la
membrana plasmatica del espermatozoide, no permitiendo el paso de la tincién. Sin embargo,
cuando las células mueren, dicha integridad se pierde y los espermatozoides se tifien (Fig 17).

Cuadro 4. Ejemplo de morfologia espermatica de algunas especies de Fauna Silvestre.

Nombre comun/ Nombre comun/
Cientifico Iaen Cientifico Imagen
Binturong & - . .
JArctictis T|t|/Sagumus
. oedipus
binturong
Pavo real /Pavo Ualabi/Macropus
cristatus - rufogriseus
Canguro rojo Cebra /Equus
/Macropus rufus | ! quagga <
Venado
temazate/ -~ Oso pardo/Ursus -
Mazama - arctos
temama

Fig 17 Espermatozoides de Venado temazate tefiidos con Eosina
nigrosina para evaluar viabilidad espermatica. Las flechas rojas indican
los espermatozoides muertos, las azules los vivos

Criopreservacion de Gametos
Para la criopreservacién de espermatozoides existen diversas técnicas a ser implementadas, cuya
eleccién dependera del tipo de diluyente a utilizar y el proceso de congelacion, este ultimo puede ser

en pajillas o en pellets.

Los diluyentes se basan en elementos que aporten nutrientes, antibiéticos y estabilizantes celulares,
ademas de crioprotectores.
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Algunos ejemplos de los reactivos mas utilizados como diluyente de muestra seminal se expresan
en el cuadro 4

Cuadro 4 componente principales de un diluyente seminal

Nutrientes Estabilizadores | Crioprotectores Antibiéticos
Glucosa Hepes Glicerol Penicilina
Lactosa Tris Etilenglicol

Dimetilsulfoxido

La férmula utilizada cominmente es:

Glucosa 0.0908 grs.
Trizma base 2.4228 grs.
Acido Citrico 1.1478 grs.

Antibiético
(Penicilina) 10 ml (10,000 UI')
Agua Bidestilada 100 ml
Yema de Huevo 20%
Glicerol 3-5%

Por otro lado, existen diluyentes comerciales que no describen la composicion de la que se
encuentran elaborados, por lo cual se siguen los protocolos tal y como lo indica el fabricante.

Pasos para la congelacion
e Ladilucidon de la muestra seminal se realiza en proporciones iguales, es decir, una parte del
eyaculado por una parte del dilutor, obteniendo una proporcién 1:1
e Una vez diluido pasa al periodo de equilibro el cual consta en mantener la soluciéon a una
temperatura de 4°C por un periodo de dos horas.

NOTA: Transcurrido el periodo de equilibro se pueden tomar dos rutas para la congelacion, la mas
comun es el uso de pajillas de 0.5 0 0.25 ml y la otra es por la elaboracion de pellets

Elaboracion de pajillas

e El eyaculado es introducido en las pajillas, ya sea en 0.5 0 0.25 ml.

e Son selladas con el uso de alcohol polivinilico, en algunos casos se puede usar calor o esferas.

e Las pajillas son introducidas en un recipiente de unicel, donde previamente se colocé nitrégeno
liquido, las muestras deberan de estar a una altura entre 5y 8 cm sobre el nivel del nitrégeno,
para que solo tengan contacto con los vapores, y permaneceran ahi por un tiempo entre 10 a
15 min. (Fig.18)

e Una vez trascurrido el tiempo en vapores de nitrogeno liquido, se pondran directamente en el
liquido, el cual alcanza una temperatura de -196°C

e Una vez que se encuentran en contacto directo con el nitrégeno seran trasvasadas a los termos
correspondientes.
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Fig.18 Pajillas dentro de un contenedor de unicel, al momento de realizar el
proceso de cristalizacion

Elaboracion de Pellets

Sobre un bloque de hielo seco se realizan perforaciones con ayuda de una placa metalica con
puntas, los punzones de la placa generalmente estan graduados para hacer concavidades con
un volumen de 0.5 ml.

En cada orificio se colocara, con ayuda de una micropipeta, el eyaculado diluido y previamente
mantenido a una temperatura de equilibro, es importante que la punta no toque el hielo seco,
ya que se puede congelar comprometiendo la viabilidad de la muestra (Fig.19).

Una vez que la muestra se encuentra congelada, lo cual ocurre cuando la pastilla o pellet y se
ve escarchado, aproximadamente 5 a 10 minutos, se procedera a colocarlos en un recipiente,
el cual puede ser: un gobelet, un tubo falcon o eppendorf, en los dos ultimos casos se
recomienda que cuente con nitrégeno liquido en su interior.

Posteriormente los contenedores donde se encuentran los pellets seran almacenados en los
termos de nitrégeno liquido.

NOTA: Es importante que los contendores: tubos, gobelets, bastones, incluso canastillas se

encuentre bien identificados, asi como actualizar el registro cada vez que se introduzcan muestras
a los termos, lo anterior para evitar extravio, confusién de muestras y reducir el manejo de las

muestras, a fin de garantizar su viabilidad.

Ocasionalmente se pueden adicionar al diluyente colorantes para hacer mas facil la identificacion de
la muestra.

Fig. 19 Colocacién de la muestra seminal y diluyente sobre hielo
seco para la elaboracion de pellets

24




3. Elaboracion de programas reproductivos

Las instituciones zoolégicas deben de contar con un plan anual de trabajo para cada una de las
especies que alberga, a lo que se le conoce como Plan de coleccion, en el cual se descrinen las
acciones que cada area debera de realizar en beneficio de los ejemplares, con dicho esquema de
trabajo permite evaluar y priorizar los recursos a fin de optimizar los gastos corrientes. Es por ello
que el desarrollo de un plan reproductivo sirve de guia para la toma de decisiones en materia de
reproduccion bajo las multiples situaciones en las cuales se pueden enfrentar, en donde ademas
debera de considerar el promover o inhibir la reproduccion, manteniendo un control y planeacién
poblacional dentro de las colecciones zooldgicas

Objetivo de la Unidad
El alumno conocera y desarrollara un programa de reproduccion asistida para ejemplares de fauna
silvestre en cautiverio.

Actividades
El alumno realizara un programa reproductivo, donde se indicaran las acciones de reproduccién que
seran implementadas en una especie determinada.

Habilidades y destrezas a adquirir

El alumno sera capaz de elaborar un programa reproductivo apegado a las caracteristicas de la
especie, contribuyendo a los programas de conservacion, ademas de realizar la evaluacion de
proyectos con la finalidad de determinar su viabilidad al momento de ser implementados.

Desarrollo de la practica

El alumno debera determinar de manera objetiva las especies que requieren un plan de manejo
reproductivo, considerando diversos factores, entre los que se encuentran: Estatus de conservacion,
numero de ejemplares disponibles, informacion bibliografica, infraestructura, recursos humanos y
materiales, asi como los pros y contras de las propuestas realizadas.

Identificacion de especies prioritarias.

e Cada entidad zoolégica tiene diversas formas de priorizar a las especies de mayor valor
reproductivo, es por ello que los alumnos deberan de generar un criterio de seleccién de
especie, apegado a los objetivos de cada institucion, para ello podra apoyarse en un flujograma
de toma de decisiones (Fig. 20).

Fig 20 cuadro de toma de decisiones para la elaboracién de un programa reproductivo,
Adaptado de "2009 Regional Collecion Plan" de la AZA.

1.- ¢L i t N .
cta especie cuenta con ] 8.-¢Indispensable por algin

un niimero de ejemplares . . L.
jemp \& motivo cientifico o de conservacién
adecuado?

6.- Informacion suficiente |
| sobre la especie HQE

2.- ¢Cuenta con un z
m 7.-¢ Los fundadores
estan disponibles?

programa de manejo

previo?
1
] v

- é ti iable? —
I 3.-¢Es genetlcalmente viable [ 4.- ¢Hay suficiente

interés por la especie?

h@ m Desarrollo de programa

contraceptivo

Desarrollo de programa P 5.-¢Recursos y experiencia
reproductivo =E= suficientes para la crianza

artificial?

Documentacion bibliografica sobre los aspectos reproductivos de la especie
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e Se determinaran los principales aspectos reproductivos de la especie, como son: la pubertad
(hembras y machos), estacionalidad en caso de presentarla, duracion de la gestacion, nimero
de crias por camada, poligamia, monogamia, duracién de la vida reproductiva, conductas
reproductivas observables, consideraciones importantes para la aplicacion de biotecnologias
reproductivas, esquemas de contracepcion a ser utilizados, instalaciones requeridas.

Albergue:

o De acuerdo a la biologia de la especie y los aspectos reproductivos, como se debera determinar
la la carga animal presente, con el objetivo de establecer si el programa reproductivo estara
enfocado a la concepcion o a la contracepcion.

e En caso de requerir un manejo particular, los alumnos deberan proponer las adecuaciones
pertinentes para optimizar el trabajo reproductivo y no poner en riesgo a los operadores.

Evaluacion reproductiva de los ejemplares
e Individual
o Consiste en conocer la integridad viabilidad reproductiva de los ejemplares, para ello se
debera de proponer un esquema de evaluacion metédica que sera implementado, tanto en
hembras como en machos, considerando las caracteristicas anatomicas y los riesgos
potenciales, tanto para el ejemplar como para los manejadores.
e Social
o El alumno debera proponer una metodologia para evaluar el potencial reproductivo de los
ejemplares dentro de un grupo social o dentro de la formacién potencial de una pareja, lo
anterior con la finalidad de poder inferir a los ejemplares candidatos a implementar acciones
reproductivas y apegado a la consulta bibliografica e interacciones sociales que se puedan
registrar.

Implementacion de técnicas de reproduccion asistida.
o Elalumno debera mencionar que técnicas de reproduccion asistida podran sera implementadas,
asi como la metodologia para su ejecucion
o Ejemplo: se desarrollara un monitoreo Etolégico-Reproductivo, el cual consta de 3 fases.
= 1) Monitoreo ad libitum, se registraran todas las conductas en intervalos de 15 minutos,
durante varios momentos al dia para generar un catalogo conductual.
= 2)se Implementara un monitoreo conductual formal (focal, barrido, continuo o combinado)
en determinado horario y lapso de tiempo. Con la finalidad de identificar el estatus
jerarquico de los ejemplares.
= 3) analizar los datos a fin de conocer el mejor candidato para implementar acciones
reproductivas, ya que de acuerdo a la bibliografia debera de presentar mejores
condiciones reproductivas.

Cronograma de actividades.

Para hacer mas eficiente las acciones es recomendable proponer un cronograma de actividades que
permita saber qué acciones se van a realizar y en cuanto tiempo se podran obtener resultados
(cuadro 5).

Cuadro 5: propuestas de cronograma para el desarrollo de actividades reproductivas dentro de
un plan de manejo reproductivo

Actividad E|FIM]|A M J | J A S 0 N D
Monitoreo Etolégico X [ X X
Monitoreo Hormonal X | X X X| X | X
Inseminacion Artificial X

Costos de implementacion del plan de manejo

e Toda entidad zooldgica tiene diversos fines, entre ellos el intercambio de ejemplares lo que
permite mantener ejemplares reproductivamente viables, disminuyendo su consanguinidad. Asi
mismo cada uno de ellos tiene éxito reproductivo en diferentes especies, las cuales llegan a ser
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material de gran utilidad para poder intercambiarlas o venderlas para la adquisiciéon de nuevos
ejemplares. Es por ello que uno de los puntos que deben ser considerados para implementacion
de plan de manejos reproductivos son los ejemplares que potencialmente rendiran mayores
beneficios a la institucion zoolégica. Dado que la implementacion de reproduccién en fauna
silvestre es de las areas de mayor costo.

Evaluacion del Plan de manejo

Al finalizar cada etapa reproductiva, se deberan de emitir un informe con los logros obtenidos
de las especies que han sido estudiadas con la intencion de evaluar las metas cumplidas, asi
como detectar las areas de oportunidad que pueden surgir, de igual forma se deberan de aportar
correcciones que permitan mejorar los alcances propuestos. En este punto el alumno debera
de marcar cuales serian los puntos criticos que seran evaluados para considerarlo como un
éxito o fracaso.

Correccion del Plan de manejo

En una situacién hipotética, se deberdn marcar las correcciones realizadas a los planes de
manejo, ya que las caracteristicas de los grupos o individuos que se estén trabajando son
dindmicas. Por anterior, hay que estar adaptando las condiciones de acuerdo los logros
planteados previamente. Ninguno plan de manejo reproductivo debera de permanecer mas de
dos afos sin una evaluacion del mismo. De lo contrario el éxito del plan de manejo se vera
comprometido.
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