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RESUMEN

HERNANDEZ MENDEZ SANDRA ELIZABETH. Determinacién de estacionalidad reproductiva en
ocelotes (leopardus pardalis) hembras mantenidas en cautiverio por medio de radioinmunoanalisis
en heces (bajo 1a direccién de la MVZ. Dulce Maria Brousset Hemandez Jauregui y la Dra. Marta
Romano Pardo).

El objetivo del presente estudio fue estandarizar la evaluacién de metabolitos de esteroides
reproductivos (estradiol y progesterona) por medio de RIA, a partir de muestras de heces en
hembras de ocelote, asi como identificar el patron longitudinal de estos esteroides fecales y
determinar la existencia de estacionalidad en esta especie. Para ello se colectaron muestras
fecales 3 dias a la semana durante 12 meses en un total de 5 hembras cuatro de estas en edad
reproductiva y una juvenil. Las muestras fueron remitidas al laboratorio de Fisiologia del
CINVESTAV del IPN para su evaluacién. Para la elaboracion del extracto a partir de las muestras
fecales se utilizd el protocolo desarrollado por Brown et al. Los ensayos RIA tanto para estradio!
como progesterona fueron realizados por medio de kits comerciales. Se realizé una correlacion
entre niveles de estradiol fecal y variables climatoldgicas (Temperaturas maximas, ml'nimas'y
promedio, horas con luz solar, precipitacién piuvial y radiacion global) para determinar si existia
alguna relacion entre ellos. Los analisis dieron como resuftado que es factible utilizar anticuerpos
con alta especificidad para progesterona en esta especie ya que todas las cuentas entraron dentro
de la curva estandar y los ensayos cumplieron con los parametros recomendados por el control de
calidad. El promedio de los picos maximos para progesterona en las 4 hembras adultas fue de
7407.5£2187.59 ng/gr y el minimo fue de 49.9219.80 ng/gr. Para estradiol el promedio maximo en
las 4 hembras adultas fue de 119.10+8.67 ng/gr y el minimo fue de 1.22+0.16 ng/gr. En ninguna
de las hembras se encontré un factor climatolégico en comin que estuviera relacionado con los
niveles de estradiol fecal. Al parecer horas luz, temperatura maxima y precipitacion pluvial pudieran
estar relacionados con !os niveles de estradiol. Se observé un aumento del promedio de 0os niveles
de estradiol fecal durante los meses que comresponden a primavera y verano (P<0.05), en tres de
las cuatro hembras adultas, pero no se observé una caida drastica tanto de progesterona como de
estradiol que pudieran indicar un anestro. Por ello los resultados pudieran sugerir que no existe
una estacionalidad marcada en esta especie. El patron hormonal corroborado con observaciones
conductuales en una de las hembras podria sugerir, que el namero de montas influyen en la
presentacién de la ovulacion. También se observé la presentacién de ovulacion inducida sin monta
en dos de las hembras y en una de ellas pseudogestacion con una duracién aproximada de dos
tercios de una gestacién normal.



1. INTRODUCCION,

1.1. REVISION BIBLIOGRAFICA.
1.1.1. SITUACION ACTUAL DE LOS FELINOS NEOTROPICALES.

La region Neotropical en el continente Americano es habitat de diez de las 37 especies de
felinos reconocidas en el mundo y de estas diez, seis habitan dentro del territorio mexicano, las
cuales son el jaguar (Panthera onca), puma (Felis concolor), gato montes (Lynx rufus), ocelote
(Leopardus pardalis), jaguarundi (Herpailurus yagoarondj) y margay (Leopardus weidii), siendo
las cuatro Gltimas especies de felinos pequefios (<20kg) y estando consideradas todas como
amenazadas o en peligro de extincién (1,2,3,4,5).

El incremento en el nimero de especies animales en peligro de extincién ha provocado la
planeacion de estrategias efectivas de conservacion que involucran la preservacién de su héabitat
natural, asi como la reproduccién natural y asistida de estas especies en zooldgicos, ya que son
bdsicas para mantener la viabilidad genética, tanto para las poblaciones mantenidas en
cautiverio como para las de vida silvestre (1,2,4).

Dentro de las especies en peligro de extincién, la familia felidae ha sido una de las mas
afectadas. Su rango de distribucidn geografica ha disminuido debido a la perdida 6
fragmentaciéon de su habitat, competencia con el humano, trifico de pieles y de animales y su
consecuencia en pérdida genética, asi como falta de aplicacion de las leyes para su
conservacion (1,2,4).

Aunque se han promovido mas acciones para programas de conservacién y reproduccién
enfocadas a grandes felinos, por ser considerados mas atraclivos para las colecciones
zooldgicas, en los Gitimos aifios estas acciones se han enfocado también hacia los felinos
pequeios, los cuales no han podido ser reproducidos con tanto éxito en comparacién con los

anteriores (1,2).



1.1.2. ESTRATEGIAS DE CONSERVACION EN FELINOS.

Las estrategias efectivas para la conservacién de especies en cautiverio y de vida libre,
sugieren la preservacion del habitat y de conocer la biologia reproductiva de la especie (6,7).
Asi mismo, varios autores plantean que es necesario conocer los elementos biolégicos
necesarios para que la reproduccién de una especie sea exitosa, los cuales son: fisiologia
reproductiva; planeacién entre cruzas y demografia; medio ambiente fisico y social; nutricidn;
interaccién con los guarda animales y proximidad de los albergues con depredadores naturales
(8).

Las causas a las que se atribuyen las fallas reproductivas en la mayoria de los felinos
pequefios mantenidos en cautiverio se asocian a dos factores principales: a altos niveles de
estrés y deficiencias nutricionales por dietas inadecuadas (3, 7, 8, 9, 10).

La determinacion de! estado reproductivo es uno de los factores mas importantes para un
manejo efectivo de programas de conservaciéon de la especie. En estos programas se
contemplan, la reproduccién natura! o asistida por medio de inseminacion artificial, fertilizaci6n in
vitro y transferencias embrionales. Para ello es necesario el conocimiento de la ﬁsiolo_gia bésica

reproductiva de la especie (6,10).

1.1.3. INVESTIGACIONES EN FISIOLOGIA REPRODUCTIVA EN FELINOS.

En felinos silvestres la investigacién en fisiologia reproductiva se ha enfocado principalmente
a especies grandes como son tigre (Panthera tigris), le6n (Panthera leo), leopardo de las nieves
(Uncia uncia), pantera nebulosa (Neofelis nebulosa) y guepardos (Acinonyx jubatus) (9). Estas
investigaciones han sido dirigidas a la biologia de los gametos y fertilizacion para el desarollo

de técnicas de inseminacién artificial y de fertilizacion in vitro con éxitos variables (9,10).




A excepcién de algunos estudios de niveles séricos hormonales longitudinales en el género
Panthera (9), no a habido mas investigaciones de este tipo en felinos silvestres. En el caso de
felinos pequeiios, con la excepcion de 15 afios en forma pausada del estudio de su biologia,
taxonomia, caracteristicas de su habitat, algunos pardmetros reproductivos y de conducta; el

. estudio de su biologia reproductiva ha sido poca, por lo que se sigue tomando al gato doméstico
(Felis catus) como modelo animal para esta especie, dada su facilidad de manutencién y manejo
(6,10,11).

La hembra del gato doméstico, se considera poliéstrica estacional, de ovulacién inducida, con
anestro durante los meses con poca luz. En nuestro pais puede llegar a ciclar todo el afio, por
influencia de la latitud. Su ¢ir.lo estral presenta cinco etapas (12,13, 14):

a)Proestro. Periodo en el cua! los machos son atraidos a hembras no receptivas, su
duracion varia de 12 a 48 hrs. y se encuentra influenciado principalmente por la hormona foliculo
estimulante (FSH). que promueve el desarrolio folicular y el inicio del aumento de niveles séricos
basales de estradiol de 15 pg/ml hasta 20 pg/mi (12,13, 14,15).

b)Estro. Es el periodo en el que la hembra presenta comportamiento reproductivo y es
receptiva al macho. En esta etapa se presentan niveles séricos de estradiol por arriba de 20
pg/ml. Su duracién es ertre 5 a 6 dias, pudiendo durar hasta 20 dias seguidos y en este caso se
le considera como un estro continuo (13, 14, 15).

c) Interestro. Este se presenta en el caso de que no ocura copula y se caracteriza por niveles
de estradiol menores a 20 pg/ml y sin actividad sexual de 3 a 15 dias debido a la regresién y
atresia folicular e inicio del desarrollo de la siguiente oleada folicular (12,13, 16, 17).

d)Diestro. Se define como e! periodo dominado por attos niveles de progesterona, causado
por la induccién de la ovulacién por una cépula que ocurre de 24 a 36 hrs. después del coito.
Para que se suscite la ovulacién es imprescindible que el macho monte y penetre a la hembra
para que provoque un estimulo neural a nivel de vagina, que aumente la secreciéon de la
hormona liberadora de gonadotripinas (GnRH) a nivel de hipotilamo. Esta a su vez provoca la

liberacién de hormona luteinizante (LH) 1a cual causa a nivel folicular el aumento de la
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produccion de progesterona y la liberacién de relaxina y prostaglandina, las cuales provocan la
ruptura del foliculo y la liberacion del dvulo. Después de la ovulacion el desarolio del cuerpo
luteo ocurre entre 24 a 48 horas y los niveles de progeslterona aumentan ripidamente hasta
alcanzar niveles mayores a 20ng/ml entre los dias 14 al 18. Si la hembra queda gestante estos
niveles pueden ir de 50 hasta 85 ng/ml, alcanzando su pico maximo en el dia 25 de gestacién.
La duracién de la gestacion es de 63 a 69 dias (12, 14, 16, 18, 19).

Dentro del diestro se pueden presentar dos fenémenos que son la ovulacién inducida sin
monta (espontanea) y la pseudo gestacion. La ovulacién inducida sin monta puede ser causada
por estimulos de tipo olfatorio, visual, o por contacto, siendo mas comin en hembras adultas
(12, 14, 16, 18, 19). La pseudo gestacion es una alteracidn fisiolégica que usualmente ocurre
cuando la hembra es inducida a ovular pero no queda prefiada. Tiene una duracién de 40 a 50
dias, aproximadamente dos tercios de una gestacién normal (12, 14, 16, 18) y durante este
tiempo no se presentara un ciclo nuevo, ya que la vida media del cuerpo liteo es de
aproximadamente 35 dias y la progesterona producida por este, inhibe la secrecién de GNRH y
por lo tanto no es posible la fonmacion de un nuevo foliculo (12, 14, 16, 19).

e)Anestro. Se caracteriza por 1a ausencia de actividad sexual, inducido por la reduccién de
horas iuz. Hormmonalmente se encuentran niveles basales de estrégenos (<20 pg/mi) y

progesterona (<1-2 ng/ml), en plasma (12, 14, 16, 19).

En los machos no existen cambios hormonaies estacionales ni cambios en la produccién de
espermatozoides. Su pene es ventral al escroto y dirigido caudalmente y presenta en su porcién
craneal entre 100 y 200 papilas comificadas o espiculas, dirigidas hacia la base del pene. EIl
tamaiio y el desarrollo de estas espiculas son dependientes de testosterona y se ha sugerido
que probablemente ayuden a la induccién de la ovulacién durante la cépula. Solo presentan
glandulas bulbouretrales y préstata, siendo las primeras las resporsables de producir liquido

seminal (13, 14).



1.1.4. METODOS EN LA EVALUACION LONGITUDINAL HORMONAL.

Para una exitosa investigacion de los niveles longitudinales hormonales, es necesaria la
recoleccion de muestras repetidas a lo largo de un periodo de tiempo para su evaluacién. En la
. Mmayoria de 1as especies no domésticas el muestreo sanguineo no es posible a menos que se
realice algtin método de contencién y esta clase de manejo provocaria una situacion estresante,
aunada al estrés cronico causado por el confinamiento (9, 20). Luego entonces, al tratar de
ayudar al éxito reproductivo, se aumenta el problema, ya que corticoesteroides y opioides
endégenos (21, 22) pueden suprimir la secrecion de GnRH a nive! hipotatamico (22,23).

En gatos domésticos confinados en medio ambientes pobres y expuestos a estrés cronico se
ha descubierto que hay un incremento de ta honmona adeno corlicotropica (ACTH), asociado a
un descenso de la respuesta pituitaria a LH (24). También hay evidencia experimental en
ganado vacuno que indica que 1a foliculogénesis y 1a ovulacién son las fases de la reproduccién
mas vulnerables al estrés crénico, asi como la implantacién del embridn y la expresion de
comportamiento sexual (22, 23). Por ello la importancia del desarrolio de técnicas que permitan
obtener muestras de formas no invasivas para estudios endocrinolégicos.

Una de las altemativas que se plantean hoy en dia para la determinacién de nivelzs
hormonales es la medicién de esteroides en heces y orina. Estas investigaciones inician en los
70°s y se determiné que era posible monitorear la funcidn ovarica, tanto en humanos como en
primates mediante la medicién de los metabolitos excretados por la funcién endocrina gonadal,
tanto en heces como en orina. Sin embargo, 1a cantidad de hormonas y metabolitos excretados
en cada una de estas vias varia dependiendo de la especie (25).

E! higado es el principal responsable del metabolismo de las hormonas esteroidales at
conjugarlas con glucurénidos o sulfatos para volverlas hidrosolubles y que puedan ser
excretadas por medio de la orina o las heces. Por ejemplo 1a progesterona en humanos es
convertida a pregnanediol y conjugada a acido glucurdonido en el higado, para posteriormente

ser excretada en orna. El estradiol en humanos es rdpidamente convertida en el higado a
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estrona y estriol por medio de deshidrogenasas. La estrona es conjugada a sulfatos y el estriol a
glucurénidos para poder ser excretadas por medio de la bilis al intestino delgado y de aqui ser

eliminadas del organismo por medio de las heces u orina (26, 27).

1.1.5. EL RADIOINMUNOANALISIS COMO HERRAMIENTA EN LA EVALUACION

HORMONAL OVARICA EN FELINOS,

En la década de 10s 80°s se inician las investigaciones de determinacién hormonal por medio
de radicinmunoandlisis en varias especies de animales domésticos y silvestres (6,28, 29, 30).
Este método se basa en la especificidad que tienen los anticuerpos de unirse a los antigenos,
que en este caso son las hormonas. Asi, al afiadir una cantidad conocida de hormona esteroide
marcada radioactivamente mas un anticuerpo contra ella, a los extractos que contienen
hormonas desconocidas, se produce una competencia entre la hormona marcada y la
desconocida por e! anticuerpo. Entonces es posible medir {a cantidad de hormona marcada
unida atl anticuerpo que sera inversamente proporcional a la cantidad de hormona no marcada
de 1a muestra y es asi como se puede calcular fa concentracion de honmona en la muestra
desconocida (31).

Antes de establecer un protocolo para la determinacién de metabolitos de algunos esteroides
en heces 4 orina por medio de radicinmunodnalisis, es importante detemminar la via principal de
excrecion y el tipo de metabolito excretado para decidir el tipo de muestra y de anticuerpo a
usar (6). Para esto es necesaria la administracion del esteroide marcado radioactivamente que
permite obtener inforrnacién de la nita y el tiempo de excrecion. Por medio de cromatografia de
alta sensibilidad (HPLC) se podra entonces detectar el tipo de metabolito final en heces y orina
(29, 32). Los estudios de radioinfusién han contribuido a entender la circulacion ertero hepatica
de las hormonas esteroidates y se ha determinado que la excrecin de los esteroides al intestino
se produce principalmente por la bilis (6, 25) y estos se encuentran primordialmente conjugados
a sulfatos o glucurénidos (26,27). Una vez que los acidos biliares llegan al intestino los

esteroides sufren una reabsorcién pero durante su circulacion en el intestino estan expuestas a
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procesos metabdlicos por parte de los microorganismos presentes en la flora nommal intestinal,

principalmente en el ileo y colon (26). Se ha descubierto que estos microorganismos de la flora

normal en humanos son los responsables de que se encuentren metabolitos de estrogenos en

su forma no conjugada principalmente en heces a causa de la hidrélisis que ejercen sobre

elios(26). Esto da como resultado que los factores mds importantes que determinan el tipo de

. metabolito que se puede obtener a partir de heces, dependen del tiempo de transito intestinal y
el tipo de flora intestinal y cualquier factor que pueda llegar a modificarlos (20, 26).

El tiempo entre la circulacién y 1a excrecién en orina es corta (menos de 5hrs), pero en heces

es mas larga, aproximadamente el tiempo necesario entre el paso de la bilis al recto que es de

24-48hrs en animales con fermentacién cecal y en camivoros de 12-24hrs. (6, 25, 33).

Estudios realizados con gatos domésticos han demostrado que los metabolitos de
estrégenos, aiun y cuando sufren una circulacién enterohepdtica y son reabsorbidos a nivel
intestinal, son excretados en mas de un 90% en heces (9, 20, 25, 34). Y también que mas del
60% de estos, son estrégenos conjugados no hidrolizables por enzimas B-glucoronidasas y aril-
sulfatasas (25). Estos consisten predominantemente en estrona y estradiol 17a o 173, por lo
tanto los anticuerpos especificos para estrégenos o estrégenos totales pueden ser usados para
su detemminacion (6, 25,35). En especies no domésticas como leopardos (Panthera pardus),
guepardos (Acinonyx jubatus), pantera nebulosa (Neofelis nebufosa), leopardo de las nieves
(Uncia uncia) se ha reportado que la inmunoreactividad para estradiol coincide primordiaimente
con el estradiol no conjugado. Una excepcién es la pantera nebulosa (Neofelis nebulosa), que

obtuvo una inmunoreactividad del 60% con fraciones conjugadas de estradio! (20, 30).

En el caso de progesterona, al iguat que en el de estradiol, se encontré mayor radioactividad
en heces en comparacién con lo que ocurre en orina (20, 30, 33)..Schwarzberg et al (1996) (6)
concluyeron después de realizar estudios en varias especies animales, que el ensayo mas Gtil
para progesterona es aquel que muestra una reaccién cruzada considerable con varios 20-oxo-

pregnanos y que la medicion de metabolitos de pregnanos combinados que detectan
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metabolitos con el grupo C20 es superior a los que Unicamente detectan un limitado namero de
metabolitos de progesterona (6). Asi mismo, estos autores sugieren que los anticuerpos usados
para analizar esteroides fecales se deben parecer a inmunégenos para 5o o 5B-pregnanos
conjugados en la posicién 3, ya que estos anticuerpos tienen afta reactividad cruzada con
pregnanos que comparten un grupo C20 similar (6).

En el caso de felinos, investigaciones con gatos domeésticos y guepardos, demostraron que
habian diez veces mas 20-oxo-gestdgenos que 20a-gestiagenos (20a-dihidroprogesterona), en
muestras fecales (35, 36, 37, 38). La HPLC demostré que la reaccidén cruzada no es contra
progesterona y que los metabolitos tienen polaridad similar a progestdgenos no conjugados
monohydroxilados (6, 35). Estudios en felinos silvestres (leopardo, guepardos, pantera nebulosa,
leopardo de las nieves) demostraron que fas alicuotas purificadas con HPLC estan igualmente
asociadas con metabolitos conjugados y no conjugados de progestagenos (20,33), a diferencia
de otras especies no felinas, que son principalmente metabolitos no conjugados (20). Esto
presumiblemente es a causa de ia hidrélisis bacteriana que puedan experimentar en el intestino
especies con transito intestinal lento a causa de fermentacién cecal o ruminal del alimento (20),
y que no ocurre en los felinos.

Finalmente, al existir un gran nimero de metabolitos de progesterona en heces, se explica el
por qué es posible utilizar varios ensayos para su medicién. En general los anticuerpos para el
andlisis de metabolitos de progesterona se basan en identificar las posiciones C20 (20-oxo, 2~
OH, 20B8-OH) de la molécula de progestageno. Por ejemplo, si los anticuerpos tienen una
reaccién cruzada con 20-oxo-pregnadiol y la progesterona no se encuentra presente en la
muestra fecal, el ensayo usado para medir progesterona no reportara progesterona; pero si los
valores de reaccién cruzada con metabolitos de 5o y 58 pregnadiol-reducido , asi como los que
contienen el grupo 20-oxo.

Debido a esto un anticuerpo especifico para progesterona es poco prictico (8).

Los analisis de esteroides fecales son upa herramienta invaluable para el estudio de la
biologia de la reproduccién bésica en felinos incluyendo: 1) caracterizacion del ciclo estral, 2)
determinacién de la prevalencia de ovulacién inducida contra espontanea, 3) estudio de la
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influencia de la estacionalidad en la reproduccion, 4) determinacion de gestacion y
pseudogestacion. Y finalmente detemminar causas hormonales de infertiidad, fallas en
inseminacion artificial y en transferencia de embriones (20, 29, 33, 38).

El andlisis de metabolitos fecales para monitorear patrones hormonales en felinos ha sido
utilizado recientemente en guepardos (Acinonyx jubatus) y panteras nebulosas (Neofelis
.nebulosa) (20, 36, 37, 38, 39). En leopardos se ha utilizado para caracterizar su perfil hormonal
resultando estas investigaciones en un parto exitoso por inseminacién artificial (39). También se
ha utilizado én leones (Panthera leo), tigres (Panthera tigris) y caracal (Felis caracal) (38). En
felinos pequenos como son ocelotes (Leopardus pardalis), margays (Leopardus weidii) y tigrillo
(Leopardus tigrinus) se ha utilizado para determinar funcién testicular y ovdrica (10, 40), asi
como deteminacién de estacionalidad y ovulacién espontanea (10).

Finalmente, un punto que debe de ser cuidado son las posibles causas de varacién en la
concentracion de esteroides en heces, influenciado por cambios en la dieta, contenido de agua o
por la accién bacteriana intestinal (9, 41, 42). El eliminar el liquido de las muestras fecales no
provoca una diferencia significativa en la concentracién de esteroides fecales (6,9), y una de las
ventajas de la liofilizacion es que después del secado se pueden retirar huesos o materia vegetal
que pueden modificar los resultados (9). Se debe de tomar en cuenta que la flora bacteriana del
tracto digestivo tiene una funcioén importante en 1a hidrdlisis de los metabolitos fecales (20, 26) y
esta sufre cambios a causa de enfermedades de tipo digestivo asi como al administrar

medicamentos (9,20,41,42,43).
1.1.6. CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE.

El presente estudio se realizd en una especie de felino mexicano que es el ocelote
(Leopardus pardalis). La informacién mencionada a continuacién fue obtenida de publicaciones
recientes las cuales realizaron una recopilacién de autores, por ello se mencionan a los autores
antes de las referencias que los citan, ya que no fue posible consultar directamente las fuentes

originales.
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El ocelote es miembro de la familia felidae, de! orden de los camivoros, compuesto por 361
especies, distribuidas en 93 géneros y 7 familias (1, 3). El ocelote junto con 25 especies de
felinos sudamericanos es considerado dentro de la categoria de peligro de exincién, por la
UICN y como amenazada en México, segun la nomma oficial mexicana (NOM 069 ECOL
SEDESOL, 1994) (2, 40).

Habita la regidn neotropical y es considerado un felino de talla pequeia, siendo que el
promedio de peso en machos adultos es de 10 (n=8: Mondorifi 1986) a 11.5Kg (n=8: Enders
1935, Emmons 1988, Sunquist et al. 1989), y en hembras de 8.8 (n=5: Mondolfi 1986) a 9.4Kg
(n=11: Husson 1978, Emmons 1988, Crawshaw y Quigley 1989, Konecny 1889, Sunsquist et al.
1989) (citados por 1,4). Su distribucién comprende desde el sudeste de Estados Unidos, hasta
México, Centro y Sudamérica, excepto Chile, Trinidad y Uruguay (1, 4, 44).

Se reconocen 11 subespecies y cuatro de ellas son mexicanas, localizadas desde Sonora y
Tamaulipas hasta el istmo de Tehuantepec hacia el sur y de ahi hacia el este por Chiapas y ia
peninsula de Yucatan. Estas subespecies se encuentran distribuidas dentro de la Republica
Mexicana de la siguiente forma: la albescens y sonorensisi en el nordeste, pardalis a lo largo
del sur y sudeste y finalmente nelsoni en el occidente del pais (1,4). Ocupan hébitats desde el
nivel dei mar hasta los 1200 mt (Mondolfi 1986, Bisbal 1989, Einsenberg 1990) (citados en 1) y
hasta los 3800 mt (Vaugam 1983, Tewes y Schmidly 1987) (citados por 1, 3). Estos incluyen,
selvas tropicales de todo tipo (caducifoloea, subtropical, humeda y montaiiosa), manglares,
sabana, sabana hiimeda pantanosa, bosques de encino, pino, ciprés pino y pino encino.{ Koford
1973, Guggisberg 1975, Mondolfi 1986, Tewes 1986, Bisbal 1989)(citados por 1, 3, 4).

E! pelaje es corto, marcado con manchas oscuras abiertas y parches negros que varian en
su forma, sobre un fondo de color amarillo daro que puede llegar a ser blanco en su region
ventral. Su promedio de vida es de 10 afios en vida silvestre y hasta 20 en cautiverio (3).

Son animales de habitos crepusculares y noctumnos siendo generalmente activos en mas de
la mitad del periodo de 24 horas y dependen de una buena cobertura vegetal para poder
descansar, cazar, esconcderse y dispersarse. Los machos son mds aclivos durante el dia a

comparacion de las hembras ya que pasan alrededor del 60% o mas de ias horas de luz
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activos; sin embargo. el patrén de actividad en hembras gestantes o durante la lactancia se
incrementa considerablemente. (1, 3). La superficie que recorren diariamente varia 1.8-7.6 km,
siendo la mitad de esta distancia la recorrida por las hembras (Ludlow y Sunquist 1987, Emmons
1988, Konecny 1989)(citados por 2, 3). Un estudio realizado en el estado de Tamaulipas,
México, reporta que el ambito hogareiio es de hasta 8.1 km? para machos y 9.6 km? para
.hembras. Son animales solitarios y los territorios de un macho pueden abarcar el de una o varias
hembras y las distancias que recorren dependen en gran medida de la disponibilidad de
alimento y agua (1, 3,5).

Se alimentan principalmente de mamiferos medianos y roedores ademas de reptiles,
serpientes, lagartijas y puede llegar a pescar. Su consumo es de 558-837gr/dia u 88gr/kg PV (2,
3).

Existe una gran discrepancia en e} caso de la presentacion de la época reproductiva en esta
especie; por un lado se reporta que la mayor actividad de comportamiento sexual es
principalmente en primavera y verano en confinamiento (44) y que en vida silvestre los picos de
nacimientos son principalmente en otoiio (de septiembre a noviembre) en Texas y al norte de
nuestro pais (Leopold, 1959) (citado en 1, 2). Estudios realizados por Mellen (1989) en varios
zoolégicos de Norteamérica reportan nacimientos en todos los meses exceplo octubre y
diciembre (45). Asi mismo Ewer (1973) y Grzimek (1975), comentan que la reproduccién de
estos animales ocurre a lo largo del afio (citados en 3). En el hemisferio sur del continente se
han observado nacimientos principalmente en los meses de octubre a enero (Rengger, 1959;
Crespol,1982 )(citados en 1 y 2). Finalmente, estudios realizados por medio de esteroides
fecales han mostrado que se presentan picos de estradiol fecal que correspondieron a signos
de comportamiento en estro en los meses de marzo a septiembre que corresponden a
primavera y verano en el hemisferio sur (40). Por lo tanto, con base a lo anterior la

estacionalidad reproductiva en esta especie puede no estar muy marcada.
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Los parametros reproductivos reportados parar 1a especie son los siguientes:

Su ciclo estral es de 4.63 £0.63 dias (n=9) (45) y el estro tiene una duraciéon de 7 a10 dias
(45) (Eaton, 1977 citado en 3). Pueden copular de seis a diez veces al dia y la probabilidad de
concepcién es del 60% (45) (Eaton, 1977 citado en 3). El periodo de gestacion de 70 a 85 dias
(45) (Eaton, 1977 citado en 3 y Mondolfi, 1986 citado en 1), con un tamaio de camadade 14 ¢
0.24 (n=28) (45). Su periodo inter estro es de 6 meses y de hasta dos afios en vida silvestre
(Eaton, 1977 citado en 3) y la edad a la cual alcanzan su madurez sexual es de los 18 a los 22

meses en hembras y en machos a los 2.5 afios (45) (Mondolfi, 1986 citado en 1).

1.2. HIPOTESIS.

Los patrones longitudinales de metabolitos fecales de estrogenos y progesterona medidos

por medio de radicinmunoensayo, permmiten reconocer las variaciones de estacionalidad

reproductiva en ocelotes mantenidos en cautiverio.

1.3. OBJETIVOS.

a) Estandarizar por RIA la evaluacion de metabolitos de esteroides reproductivos (estradiol y

progesterona) en muestras de heces de hembras de ocelotes.

b)identificar el patrén longitudinal de los metabolitos de estrogenos y progesterona de

hembras de ocelotes mantenidas en cautiverio, a lo largo de 12 meses.

c) Identificar la existencia de estacionalidad en esta especie a través de identificar diferencias

mensuales a lo largo del afio.




2. MATERIAL Y METODOS.
2.1. LOCALIZACION Y SUJETOS.

Se evaluaron en este trabajo un total de cinco hembras, cuatro de estas en edad
reproductiva y una juvenil. Solo dos de ellas han tenido crias y de estas solo una ha sido de
forma anual. Los ejemplares pertenecen a 3 zooldgicos diferentes localizados dentro de la
Repuablica Mexicana; dos confinadas en zooldgicos dentro del Distrito Federal y las tres
restantes en un zooldgico localizado en el estado de Tuxtla Gutiémrez, Chiapas. Sus

antecedentes se citan a continuacion.

La primer hembra (hembra 1), se encuentra confinada en el zoolégico de Chapultepec,
dentro de la delegacién Miguel Hidalgo, con ubicaéién geografica de 19°25°de latitud norte y a
99°12° de longitud oeste, a una altitud de 2250 metros sobre el nivel del mar (msnm). El clima
presente en esta zona es templado subhidmedo con lluvias en verano de humedad media
(CW1), la temperatura media anual es de 15°C y la precipitacion pluvial anual en promedio es de
801 mm (46).

La hembra fue donada por un particular el 23 de enero de 1996, presentaba al llegar
onicofalangiectomia y zonas alopécicas en la grupa y regidn dorsal, las cuales se presentan aun
en ciertas épocas de! afio y sin que exista un diagndstico de ella. Esta hembra se encuentra
junto con un macho obtenido de un decomiso el 23 de septiembre de 1893. Ambos animales
llegaron al zoolégico siendo ya adultos y el acoplamiento de esta pareja se realizé en el mes de
junio de 1996 y desde esta fecha los ocelotes han permanecido juntos, presentando intentos de
cdpula pero sin haber tenido crias.

El encierro cuenta con una zona de exhibicibn con un drea de 38.63m? totalmente

ambientado con vegetacion y dos albergues noctumos de 4m? cada uno (47). La alimentacion se
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les proporciona a las 4:30p.m, hora que son guardados en albergues noctumos separados y
esta consiste en came de caballo y pollo con hueso (500g/animal) y agua ad libitum. Son
liberados al exhibidor todos los dias a las 9:00a.m, donde penmanecen juntos.

Como medida de prevencion se aplica anualmente la vacuna triple felina (PCR) y rabia. Asi
como estudios coproparasitoscopicos semestrales para determinar la necesidad de

desparasitacion.

L.a segunda hembra (hembra 2), se localiza en el zoologico de San Juan de Aragén, en la
Delegacion Gustavo A. Madero, México, D.F., con una ubicacién geografica de 19°28°de latitud
norte y a 99°04°de longitud oeste. £l clima de esta zona es semiseco templado con lluvias en
verano (BS1K), la temperatura media anual es de 16.8°C y la precipitacion pluvial anual
promedio es de 580.9mm (48). La hembra fue donada el 12 de agosto de 1991 llegando en edad
adutta. El macho fue donado el 6 de junio de 1991, también adulto; ambos fueron mascotas.

Esta pareja fue acoplada en el mes de julio de 1994, en este mismo afo nacieron dos crias
por monta natural, las cuales murieron por enfermedad y desde ese aiio no se han presentado
nacimientos. El encierro cuenta con un area de exhibicién con un drea de 21m?, ambientado con
un sombreadero, una tarima elaborada con troncos, un estanque en forma rectangular y
pequeiias éreas con pasto y lo demas es concreto. El albergue noctumo posee un area de
14.63m? (47). La alimentacion se les proporciona por las maianas diariamente y es a base de
pollo crudo troceado con hueso y came roja (600g/ animal) empanizados con alimento seco
comercial molido para gatos adultos (50gr), el agua se les da de forma ad /ibitumn. Los animales
permanecen juntos todo el dia y solo se restringe el acceso al exhibidor durante Ia limpieza del
mismo, que se realiza por la maiiana. El albergue noctumo permanece abierto todo el resto del
dia por lo que los animales tienen libre acceso al mismo. El programa de medicina preventiva
consiste en aplicar anualmente la vacuna triple felina (PCR) y antirdbica asi como

desparasitaciones semestrales dependiendo del resultado del examen coproparasitoscopico.
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Las ultimas tres hembras se encuentran confinadas en el zoolégico Miguel Alvarez del Toro
ubicado en Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. Se localiza a 16°45°de latitud norte y a 93°07° de longitud
oeste (49), dentro de la reserva ecolégica de “EL Zapotal”, localizada a 3km al sur de la ciudad
de Tuxtla Gtz., y al norte colinda con el ejido Francisco |. Madero, el cual cuenta con casas
habitacién. Al oriente colinda con la prision estatal de Cerro Hueco, el resto de ia reserva esta

.rodeada con selvas bajas caducifolias. Posee 70ha de reserva ecoldgica, representada por
bosque subperinifolio y selva baja caducifolia. Con una altitud de 520msnm, el clima que se
presenta en esta region es calido subhiimedo con lluvias en primavera y verano (AW), la
temperatura media anual es de 23.5°C y la precipitaci6n pluvial anual es de £23.2 msnm (47).

En el zoolégico una de estas hembras se encuentra en exhibicién (hembra 3); fue donada en
el mes de julio de 1985, siendo antes mascota. Fue acoplada con el macho en el aio de 1993 y
desde entonces se reproduce de forma anual naciendo una cria por parto. En la fecha préxima
al parto se retira al macho del albergue y se deja sola a 1a hembra con la cria hasta el destete y
posteriormente se vuelve a juntar a la pareja. El albergue posee un area de 60m?, totalmente
ambientado con vegetacién caracleristica de la zona y un enciemo noctumo (47). La
alimentacién se basa en came de polio, conejo 0 caballo, empanizada con alimento comercial
molido para gato, adicionada cada tercer dia con un complemento vitaminico y mineral. Se les
dieta 1os domingos y las labores de los guarda animales son por las maianas temrminando
siempre a las 11:00am. El programa de medicina preventiva consiste en exadmenes
coproparasitoscopicos y desparasitacién semestral asi como aplicacién de vacuna tripie fefina
(PCR) anualmente antes de la época de lluvias.

Las otras dos hembras (Hembra 4 y 5), estan cada una en un albergue individual con piso y
paredes de cemento con malla ciclidnica al frente, fuera de exhibicion al publico. El encierro
posee un tronco, un bebedero y un comedero (47). Su alimentacién y programa de medicina
preventiva es similar a lo descrito en la hembra 3. La hembra 4 fue donacién de un particular, es
de edad adulta y el dnico contacto con machos es visual ya que dentro de esta zona se
encuentran confinados varios machos de esta misma especie. La hembra 5 es una hembra

juvenil menor a un afo, que llegé donada al zooldgico, habiendo sido mantenida como mascota.
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2.2. PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE DATOS.

En cada uno de los zooldgicos se colectaron tas heces 3 dias a la semana, durante 12
meses, siendo identificadas de acuerdo al individuo al que pertenecen, con la fecha y
condiciones de recoleccion de las mismas y mantenidas en congelacion (4°C). En el caso de
Chapultepec la recoleccién inicié en enero de 1999 y concluyd en enero det 2000. La recoleccion
en Aragon inicié en noviembre de 1997 y finalizé en noviembre de 1998. Finalmente en el
zooldgico de Tuxtla Gutiérrez la recoleccién inicié en el mes de enero de 1999 y se interrumpid
en agosto del mismo ano. Por desgracia en estos ejemplares el muestreo fue muy poco ya que
al encontrarse el zoolégico retirado del lugar en donde se iban a procesar las muestras su
recoleccién fue muy irregular y muchas se perdieron. Para identificar las heces de hembras con
pareja, a su racion diaria de alimento se les espolvoreé colorante artificial para alimentos para

que pintaran las heces.

La evaluacion de las muestras se realizé en el laboratorio de fisiologia del CINVESTAV, IPN.
Una vez que las heces se trasladaron af laboratorio, se homogeneizaron y se depositaron en
tubos de plastico rotulados con los datos de cada una de las muestras, y nuevamente se

congelaron (-4°C) hasta el dia en que se procesaran para su extraccion.
2.2.1, Extraccion.
El procedimiento para la extraccién fecal se realizé basandose en el protocolo desarrollado

por Brown et al (8, 20, 30, 33, 36), quien ha reportado su uso en guepardo (Acinonyx jubatus) y

pantera nebulosa (Neofelis nebulosa), ademéas de gatos domésticos.
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Los tubos de plastico con las muestras fecales himedas se secaron en una centrifuga’
posteriormente se pesaron en tubos de vidrio con rosca, de 0.18-0.20gr de heces secas
pulverizadas y limpias de huesos, pelo y materia vegetal, registrando sus datos, peso y

observaciones de cada una de eilas.

A estos tubos se agregd Sml de etano! al 80% (4ml etanol en 1ml de agua destilada)
marcando el nivel del liquido en cada tubo. Posteriormente se hirvieron en bafio maria con una
temperatura de 90-100°C por 20 minutos, afadiendo etano! a cada tubo para evitar que el
contenido de los tubos se seque. Al terminar el tiempo en el bafio maria se aumento el volumen
del extracto con etanol hasta la marca det volumen inicial para posteriormente centrifugar fos
tubos a 1,500 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante se decantd en un segundo juego de
tubos de vidrio de 16x125mm numerados idénticamente y el extracto se evapord con aire a
presion en un bafo de agua tibia a 36°C. Al sedimento que se obtuvo al final de |a evaporacion,
se le afiadié 1ml de etanol y se agilé en el vortex por 1 minuto y se dejaron reposar por 30
minutos. Transcurrido este tiempo se centrifugaron nuevamente fos tubos a 1500 rpm por 20
minutos y finalmente se decanté el sobrenadante en tubos RIA identificados con los datos de la
muestra. Se afiadieron 2ml de bufer RIA diluido al 75% para obtener una dilucion 1:2; se
agitaron en el vortex por 3 segundos, se taparon y sellaron para posterionnente mantenerios en

congelacion a —4°C hasta el dia del ensayo.

2.2.2. Radioinmunoensayo.

Los ensayos tanto para estradiol como para progesieroha fueron realizados por medio de
Kits, desarrollados por los laboratorios ICN2. Se corieron pruebas previas para determinar la
especificidad de los Kits para cada una de las hormonas y determinar las diluciones a utilizar en

los extractos.

'Speedvac Rotatory Evaporator., Savant Instruments, Inc., Famingdale, NY, USA.
2ICN Biomedicals Inc. , Costa Mesa, CA. , USA.
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El protocolo de trabajo para estradiol se basé en el que marca el Kit; aumentando 2 puntos
para cuentas totales y con dos controies intemos y extemos por cada RIA de 120 tubos al inicio
y final. El anticuerpo contra 178- Estradiol se levantd en conejos a partir de 6keto-estradiol-178-
6-oxime-BSA (albuimina sérica de bovino). Posee una reaccién cruzada del 100% contra
estradiol; del 20% para estrona; del 1.51% para estriol; de 0.68% para 17a-estradiol y menor al

.0.01% para varios andrégenos, proge_stégenos. glucocorticoides y colesterol. La marca
radioactiva fue 178-estradiol- 1'% con 40,000CPM por cada 0.5ml. Los estindares poseen

concentraciones de 10, 30, 100, 300, 1000, 3000 pg/ml, preparados a partir de BSA.

Para progesterona se utilizo también el protocolo del Kit e igualmente se aumentaron dos
puntos para cuentas totales y se trabajaron dos controles intemo y extemos al inicio y fina! del
RIA por cada 120 tubos. El anticuerpo contra progesterona se cultivd a partir de 11a-
Hidroxiprogesterona-11a-hemosuccinato-HSA (albumina serica de humano); posee una reaccion
cruzada del 100% contra progesterona: 5.41%con 20a-dihidroprogesterona; 0.67% con
desoxicorticoesterona; 0.70% con corticosterona; 0.67% con hidroxiprogesterona; 0.41% con
pregnenolona; 0.23% con androstendiona; 0.16% con testosterona y menor al 0.01% con
estrogenos (estradiol, estrona y estriol), androgenos (androsterona, aldosterona, dihidro-
epiandrostendiona), glucocorticoides y esteroles. La marca es a base de progesterona unida a
1'%, con 65,000CPM por cada 0.2ml. Los estandares poseen concentraciones de 0.2, 0.5, 2, 5,
10, 25, 50ng/ml, preparados a partir de suero de humano.

Para controles externos se utilizé suero de gata gestante y en el caso de los controles
intemos se escogié un punto de la curva para cada RIA. Los conteos fueron por 1 minuto,

mediante un contador de radioactividad Gama>.

3Contador cobra If Gama Counting System., A Packard Instruments Company, Cambema Austr.
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2.2.3. Andlisis estadistico y control de calidad.

Una vez obtenidas las cuentas (CPM) se promediaron los duplicados de cada muestra y se
obtuvo el porcentaje de uniodn al anticuerpo de los promedios por medio de la siguiente formula:
(31, 50)

X ecpm muestra — X cpm (Ul)
%B/Bo=

X cpm (UT) — X cpm (Ul)

Ul= Uni6n Inespecifica.
UT= Unién Total.

Con los datos de la concentracién y porcentaje de union de los estandares se construyé la
curva estandar para obtener la regresion lineal y postedormente las concentraciones de
homonas para cada una de las muestras. Estos datos fueron obtenidos mediante el uso de un
programa estadistico.Una vez obtenidos estos datos se ajustaron a las diluciones y peso de
cada muestra para obtener los ng/gr de heces secas.

El control de calidad se determiné mediante la obtencion de la desviacién estandar de cada
uno de los duplicados, el célculo del coeficiente de variacién promedio de las muestras y
controles externos; detemminaciéon de F calculada para la curva estindar; detenminacion Intra

analisis de los controles extemos e intemos (31, 51).
2.2.4. Determinacién de estacionalidad.

Las especies estacionales a comparacién de las no estacionales, han logrado regular su
actividad reproductiva a través de la interpretacion de sefiales ambientales, que se encuentran
relacionadas a la oportunidad de disponibilidad de alimento y agua, que aseguran la
manutenci@n de una gestacion y la sobrevivencia de las crias. Entre estas sefiales se encuentra

la longitud del fotoperiodo, temperatura y época de lluvias (52,53).

‘Graph Pad Inplot. Version 4.01. Graph Pad Software, INC; 1992.
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El control de la actividad reproductiva en todas las especies animales es regulado por el
sistema nervioso central, mediante el hipotalamo el cual se encarga de la secrecién de GnRH,
que a su vez ejerce un efecto estimulador en la hipdfisis para la secreciéon de la FSH y la LH
(54). El mecanismo por el cual el {fotoperiodo regula los pulsos de gonadotropinas es a través
de la capacidad que tiene la retina de captar la luminosidad y de generar un mensaje que puede
ser recibido por el nicleo supraquiasmatico, el ganglio cervical superior y a glandula pineal,
esta Oftima es 1a principa! productora de melatonina, en respuesta a 1a oscuridad (54,55). Ef
efecto de la melatonina sobre la actividad reproductiva se ha podido comprobar en gatos, ya que
un cambio de tan soto 15 minutos de aumento en el tiempo de exposicién a la luz puede ser
percibido y traducido por el gato dando fugar a un reinicio a la aclividad ovarica (56). Otro
estudio relacionado al efecto de diferentes fotoperiodos en las concentraciones plasmaticas de
melatonina, prolactina y corlisol en gatos domésticos dio como resuftado que principalmente la
prolactina y melatonina estén relacionados a cambios en el fotoperiodo (57).

El efecto de la temperatura ambiental sobre la funcién gonadal ha sido muy poco estudiado.
Existen reportes de la depresién en la secrecion de gonadotropinas correlacionadas con un
incremento en la actividad adrenal causada por aumento en la temperatura causado por estrés
calérico en ganado bovino (55). La relacién entre lluvias y el inicio de la actividad reproductiva es
cominmente observada en especies que viven en zonas tropicales ya que a estas latitudes la
variaciéon estacional de 1a temperatura y las horas con luz son menos marcadas. Esta relacion

también es marcada en zonas desérticas principalmente por 1a disponibilidad de alimento y agua
(55).

Por 1o anterior (para este estudio) se decidid realizar una comparacion entre los niveles de
estradiol obtenidos con variables climatoldgicas para evaluar 1a posible existencia de una
relacién entre ellos. Para esto se obtuvieran datos climatoldgicos diarios como, precipitacion
pluvial, temperaturas maximas, minimas y promedio, a partir de los registros de observaciones
en hora locat de las estaciones climatolégicas de Tacubaya D.F., y de Tuxtla Gutiémez,

Chiapas, del Servicio Meteorolégico Nacional a cargo de la Comision Nacional de! Agua; asi
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como de radiacion global diaria (58) y horas con luz diarias (59) obtenidos de los boletines
publicados por el observatorio de radiacién solar de la UNAM y del instituto de astronomia de la

UNAM, de los afios en que se estuvieron recolectando las muestras.

El andlisis estadistico consistié en realizar una regresién lineal maitiple entre los niveles de
estradio! de cada una de las hembras y la variables climéaticas para detemminar si existia alguna
relacién entre si. Asi como una prueba X? para determinar la existencia de diferencias entre los

niveles de estradiol promedio por estaciones del aito en las cuatro hembras adultas.
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3. RESULTADOS.

3.1. ESTANDARIZACION.

Las pruebas previas para poder llevar a cabo el RIA dieron como resultado que era factible
trabajar con anticuerpos con 100% de reaccién cruzada con progesterona ya que todas las
muestras entraron dentro de la curva estdndar con diluciones que fueron de 1:15 a 1:30 y el
control de calidad del andlisis dio un coeficiente de variacién promedio menor al 10%.

Para estradiol las diluciones que entraron dentro de la curva estandar fueron de 1:5 a 1:10 y el
ensayo obtuvo un coeficiente de variacion promedio menor al 10%.

El cuadro 1 resume los resultados del célculo del coeficiente de varacion promedio (CVP) de
las muestras; la F calculada para la curva estandar (Fc); y el Intra andlisis de los controles
externos e internos. Se puede observar que todos los ensayos entraron dentro de los parametros

aceptables.

3.2. PATRON LONGITUDINAL HORMONAL..

3.2.1. Hembra 1.

Para progesterona el pico minimo fue de 44.16 ng/gr de heces secas y el maximo de
6,690ng/gr de heces secas observandose 3 picos de progesterona con un promedio de 85 + 14
dias entre cada uno (figura 1).

El pico minimo de estradiol fue de 1.14 ng/gr heces secas y el maximo de 112.79 ng/gr de
heces secas; los picos maximos mostraron un promedio de 26 1 10 dias entre cada uno (figura 2).

La distribucién de los niveles de estradiol y progesterona fecal mostré en el mes de febrero una
posible fase lutea de 21 dias, ya que los niveles de estradiol durante este mes se encontraban por

abajo de los 10 ng a diferencia de los niveles de progesterona, ya que en este mes se presentaron
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los picos mas altos de todo el periodo de muestreo. De finales de febrero a junio se observaron
niveles altos de estradiol sin picos marcados de progesterona seguidos de descensos de estradiol,
pero en agosto se observéd un aumento gradual tanto de estradiol como de progesterona para que
al onceavo dia se presentara un descenso en estradiol pero no asi de progesterona. De finales de
agosto y hasta el témino del periodo de muestreo se observaron niveles altos de estradiol sin

picos de progesterona (figura 3).

3.2.2. Hembra 2.

El pico maximo de progesterona fue de 9679.59 ng/gr con una duracién de 35+12 dias entre
cada uno. El pico minimo fue de 83.4 ng/gr. No se observaron descensos marcados de los niveles
de P4 a lo largo del periodo de muestreo. Los tinicos dos descensos de esta hormona se
presentaron en los meses de diciembre a enero y de agosto a septiembyre (figura 4).

Para estradiol, el pico maximo obtenido fue de 110.54 ng/gr y el minimo de 1.04 ng/gr. Aunque
la mayoria de los niveles de estradiol no sobrepasan los 20 ng, si se observa cieda ciclicidad de
las concentraciones entre 10s meses a lo largo del periodo de muestreo, con un promedio de 33 18
dias entre picos (figura 5).

La distribucion de los niveles de estradiol y progesterona fecales en la hembra 2, mostré en el
mes de noviembre niveles altos tanto de estradiol como de progesterona, para posteriormente
presentarse a finales de diciembre un pico de estradiol y una disminucién en el nivel de
progesterona que nuevamente sufre un incremento de los meses de enero a marzo, con un
descenso de los niveles de estradiol por debajo de los 20ng durante este periodo. Los niveles mis
altos de progesterona se observan de finales de mayo a finales de julio con una duracién de 57
dias y al finalizar este tiempo se observa un pico de estradiol con una caida en el nivel de
progesterona. De los meses de agosto a octubre se observa un cambio en los niveles hormonales,
ya que los niveles de progesterona no se mantienen attos por periodos prolongados a comparacion
de los otros meses y 105 niveles de estradiol no sufren bajas tan drasticas como las observadas
anteriommente (figura 6).
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3.2.3. Hembra 3.

El pico maximo obtenido para progesterona fue de 4,697.43 ng/gr y el minimo de 50.76 ng/gr;
la presentacién de los picos maximos tuvieron un promedio de 48 4 dias entre cada uno y los
niveles mas bajos se presentaron de mediados de abril a mediados de mayo (figura 7).

El pico maximo para estradiol fue de 125.56 ng/gr y el minimo fue de 1.38 ng/gr. La
presentacion de los niveles mas altos tuvo un promedio de 22+7 dias entre cada uno siendo los
meses de junio y julio, en donde se presentaron los picos mas altos para esta hormona (figura 8).

La distribucién de los niveles de estradiol y progesterona fecal mostré que en los meses de
febrero y marzo se presentaron picos de estradiol seguidos por picos de progesterona con
descenso en los niveles de estradiol. En los meses de abril y mayo se observé una caida en los

niveles de P4 pero a mediados de mayo se presenté un pico de P4 (figura 9).

3.2.4. Hembra 4.

El pico maximo de progesterona fue de 8,562.9ng/gr, con una duracién entre ellos de 30144 dias.
Et pico minimo fue de 4.37ng/gr. Los picos mas altos de esta hormona se presentaron en los
meses de febrero y marzo (figura 10).

El pico maximo de estradiol registrado fue de 127.5 ng/gr y el minimo de 1.34ng/gr. Los picos
maximos mostraron un promedio de 22 16 dias entre cada uno de elios (figura 11).

La grafica (figura 12) con los niveles de estradiol y progesterona mostré que se presentaron

picos de progesterona posteriores a un incremento gradual en los niveles de estradiol.
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3.2.5. Hembra 5.

El pico maximo de estradiol fue de 60.2ng/gr y el minimo de 2.2ng. Para progesterona el pico
maximo fue de 1,570.5 ng/gr , presentdndose en el mes de agosto y el minimo de 33 ng/gr (figura

13).

3.3. ESTACIONALIDAD.

3.3.1. Hembra 1.

La grafica de niveles de estradiol por dias (figura 2) no mostré un anestro marcado durante el
afio, pero con los promedios mensuales (figura 14) se obseivaron niveles menores de estradiol en
los meses de enero y febrero y un aumento en junio y agosto; finalmente al graficar los promedios
pero por estaciones del afio (figura 15) se observé que hay un aumento gradual de inviemo a
verano para posterionrmente declinar de otofio a inviemo.

El andlisis estadistico de la comparacién de los efectos de las variables climaticas
(temperaturas maximas, minimas y promedio; precipitacién pluvial, horas del dia con luz y
radiacion gilobal) en los niveles de estradiol, se encuentran resumidos en el cuadro 3. Este dio
como resultado que solo horas con luz obtuvo la relacion mas alta (R?*=0.116), con grado de
significancia de P=0.02; asi como una correlacion de tipo positiva (8=0.34) la cual se puede

observar en la figura 16.

3.3.2. Hembra 2.

Los niveles de estradiol en esta hembra presentaron un aumento en los meses de julio a

octubre. Esto se observa dlaramente en la figura 17, que muestra un aumento gradual de junio a

septiembre que comresponden a verano y otoiio (figura 18).
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El andlisis estadistico de la comparacibn de los efectos de las variables climaticas
(temperaturas maximas, minimas y promedio; precipitacién pluvial, horas del dia con luz y
radiacion giobal), sobre los niveles de estradiol dio como resuitado, que tanto la temperatura
maxima como radiacion global obtuvieron la R? mas alta a comparacion de las otras variables y
con un grado de significancia para temperatura maxima de P=0.012 y para radiacién global de
P=0.015 (cuadro 3). La corretacion fue de tipo negativa para las dos variables climatoldgicas (figura
19 y 20), siendo radiacion global la mas alta (3= -0.39) a comparacién de la temperatura maxima

(@=-0.38) (cuadro 3).

3.3.3. Hembra 3.

Los promedios mensuales mas altos de estradiol feca!l se observaron en los meses de junio y
julio (figura 21) los cuales corresponden al verano (figura 22)

El analisis estadistico de la comparacién entre las variables climéticas y los niveles de estradiol
fecal dio como resultado, que solo precipitaciéon pluvial obtuvo la R? mas afta (0.31) con un grado

de significancia de P=0.046 y con una correlacidn de tipo positiva (3=0.50) (cuadro 3)(figura 23).

3.3.4. Hembra 4.

Los promedios mensuales de los niveles de estradiol en ta hembra 4 (figura 24) mostraron un

aumento en los meses de junio a agosto, que corresponden al verano (figura 25).

El andlisis estadistico de la comparacion entre las variables climiticas y los niveles de estradiol
fecal no mostrd una relacién real entre las variables y los niveles de estradiol, ya que el grado de
significancia en cada una de ellas fue mayor a 0.05 que es el valor maximo aceptable para P

(cuadro 3).
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3.3.5. Hembra §.

EIF andlisis estadistico (cuadro 3) mostré que no existié una relacion reat entre las variables y los
niveles de estradiol y esto seguramente sucedié por el nimero reducido de datos que se
emplearon.

. Los niveles hormonales mas bajos, en comparacién de las otras hembras (cuadro 2), se

debieron a que esta hembra es juvenil y ain no ha alcanzado su madurez sexual.

3.3.6. Andlisis general de los datos

En general se puede observar que en las hembras existe una tendencia de presentar los niveles
mas altos durante los meses que comresponden a primavera y verano (P<0.05). No se present6 un
factor climatolégico que afectara en comun a los niveles de estradiol en las hembras del presente
estudio. Horas iuz, temperatura maxima y precipitacién pluvial son los factores que al parecer
pudieran estar afectando mas los niveles de estradiol en estas hembras. Se realizé una correlacién
entre los promedios por estaciones de! afio de los niveles de estradiol y las variables
climatolégicas. El andlisis estadistico dio como resultado que horas con luz solar obtuvo la
correlacion mas aita, pero el grado de significancia fue mayor a 0.05 indicando que no existe una

relacion real.
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4. DISCUSION.

Reportes anteriores de radiocinmunoanalisis en felinos no recomiendan anticuerpos con
reaccién cruzada en un 100% con progesterona (6, 35, 60) por que en gato doméstico por medio
de HPLC se demostré que la reacciéon cruzada no es contra progesterona (35, 36, 37, 38) y que en
muestras fecales de gato y guepardo se encontraron diez veces mas 20-oxo-gestagenos que 20ax-
gestagenos (20a-dihidroprogesterona) (6, 35). Sin embargo, en el presente estudio se utilizé un
anticuerpo con una alta especificidad para progesterona y la unién del antigeno con el anticuerpo
en cada uno de los ensayos, entro dentro de 1a curva estandar que marcaba el kit, asi como en los
controles de calidad. Asi que, se abre la posibilidad de utilizar un anticuerpo con 100% de
especificidad para progesterona en el caso de que no se tuviera la oportunidad de obtener un
anticuerpo para mas de un progestageno. Pero se debe de tomar en cuenta que el anticuerpo debe

de poseer un alto porcentaje de reaccién cruzada contra progesterona.

E! resuspender el pelet obtenido de 1a evaporacién del sobrenadante con aire solo en etanol y
eliminar la utilizacion del metanol, que se menciona en el protocolo de Brown ef a/ (20), no afecta
los niveles de metabolitos en el exiracto’. Tanto el metanol como el etanol son alcoholes primarios
y lo anico en que se diferencian es que el metanol es de cadena mas cora (CH3-OH) a
comparacién del etanol (CH3-CH2-OH). Por eilo el metanol es mas volatil a comparacién del etanot
y por lo tanto es mas tdxico (61). Una de las ventajas de resuspender el pelet en diluciones de
alcoholes en agua, es que la mayoria de los esteroides fecales se encuentran conjugados y por lo
tanto son hidrosolubles (20). El etanol sirve como conservador y evita cambios en el contenido de

esteroides en heces, de las muestras (29, 62).

! Brousset, comunicacién personal afio 2000.
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El cuadro 2 muestra los picos maximos y minimos obtenidos para progesterona; como se
observa existe mucha variacion entre hembras, siendo la hembra 2 1a que mostré el pico miximo
mds alto y 1a hembra 5 el mas bajo, esto es comprensibie ya que esta Gltima es juvenil. E! unico
reporte para esta especie de niveles de progestagenos en heces es una publicacion de Moreira et
al (63), y no reporta los niveles maximos encontrados, pero si los niveles minimos los cuales
fueron menores a los 9000 ng/gr. Estos son superiores a los encontrados en este estudio, Esto se
explica por el tipo de anticuerpo que utilizd para sus ensayos ya que es para mas de un
progestageno.

En el caso de los niveles de estradiol se observa mas homogeneidad (cuadro 3). Los promedios
maximos y minimos de estradiol fecal (cuadro 3) obtenidos en este estudio son mas bajos en
comparacién con los obtenidos por Morais et al (madmos 731+ 52.3 ng/g; minimos 131.6 4.5 en
4 hembras adultas) (40, 63). En el presente estudio los niveles miximos de estradiol fecal
encontrados fueron de 119.10 $8.67 y de 1.22 10,16 (minimos) a partir de las 4 hembras adultas.
La presentacion de los picos de estradiol en las cuatro hembras adultas fue de 2615 dias entre

cada uno.

Observaciones de tipo conductual realizadas en la hembra 1 (47) reportan, que existe
comportamiento sexual en ella y que el macho que tiene como pareja le da monta, pero al parecer
no es completa, ya que no se observa la fase final de la conducta de una monta completa. Las
graficas (figuras 1-3) muestran que la hembra esta ciclando de fonma reguiar, pero no se observa
una fase ldtea lo suficientemente larga que indique la presentacién de una gestacién o una
pseudogestacion. Solo se observd en el mes de agosto un aumento gradual de 8 dias tanto de
progesterona como de estradiol para posteriormente descender estradiol al onceavo dia y aparecer
un pico de progesterona. Estos datos permiten suponer que en este periodo se presenté una
ovulacion inducida sin monta o se dio una monta completa por parte del macho. Este tipo de
ovulacion no es rara en felinos, ya que existen varios reportes de este fendmeno tanto en gatos
domésticos (15,14,16,18,19) asi como en felinos silvestres como son guepardos (36), pantera
nebuiosa (39) y leones (36). Este fenémeno se observé también en la hembra 4 la cual se
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encuentra confinada sin pareja pero sin embargo se observaron varios picos de
progesterona con una caida de estradiol en los meses de febrero, marzo y julio (figura 12) que
sugieren ovulacion. En el caso de esta hembra hay contacto visual y olfativo con machos de su
misma especie y estos estimulos pueden ser suficientes para provocar una ovulacion, segin lo
observado en gatos domésticos (12,14,16,18,19).

En la hembra 2 se observé una fase lutea con los niveles mas altos de progesterona de 57 dias
que corresponderia a dos tercios de una gestacion normal de hasta 85 dias (1,3,45) por lo cual se
sospecharia de una pseudogestacion, que concuerda con lo reportado en literatura para gato
doméstico(12,14,15,17,18), guepardos (34, 60), leones y caracal (60). Esto solo podria ser
comprobado por medio de laparoscopia para observar los ovarios de esta hembra y buscar
cicatrices de foliculos previos.

La hembra 3 es la dnica que ha tenido partos aiio tras afio durante todo el tiempo que ha estado
con su pareja, por desgracia el muestreo fue muy irregutar y solo incluye algunos meses; pero aun
asi es clara la existencia de picos de estradiol seguidos por picos de progesterona. Este
comportamiento de los niveles de honmonas coresponde a observaciones de conducta sexual, ya
que el pico mas alto de progesterona fue observado en el mes de mayo y corresponde a una
monta completa detectada por observaciones directas (47). En esta pareja se observ6 que durante
el periodo de mayor actividad sexual el macho did mas de una monta al dia a la hembra y esto
corresponde con lo observado en gatos domésticos en donde la respuesta de LH es mas grande y
mads prolongada en hembras con varias montas, en comparacién a hembras con una monta unica
Por lo tanto la frecuencia en montas completas en gato doméstico, contribuyen a que se mantenga
el nivel de LH necesario para desencadenar una ovulacion (64, 65). También se ha reportado este
tipo de comportamiento en ocelotes mantenidos en cautiverio, ya que una pareja puede copular de
seis hasta diez veces al dia (3, 45). Por lo tanto podria suponerse que en esta especie también es

necesaria 1a frecuencia en el nimero de copulas, para que ocurra una ovulacion.

En el caso de estacionalidad y su relacién con las vanables climéticas en ninguna de las 5

hembras se encontré que una misma variable dimatolégica estuviera relacionada con los niveles
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de estradiol. Af realizar una correlacion entre los promedios por estaciones del aiio y 10s niveles de
estradiol, se encontré que la relacion mas alta en las 4 hembras adultas (1-4) fue entre los niveles
de estradiol y horas con luz solar, pero los grados de significancia en cada una de las hembras
fueron mayores a 0.05, lo que indica que la relacidon podria no ser real, esto causado quizas por

que se redujo ain mas el tamaiio de 1a muestra.

Se observé en las hembras adultas que en los meses que corresponde a primavera y verano
hay un aumento en el promedio de los niveles de estradiol (P<0.05), pero no se presenté un
descenso dréstico en los niveles de estradiol y progesterona que indicarian un descenso en ia
actividad folicular que nos indicaria la presencia de un periodo de anestro. Esto podria sugerir que
aunque las hembras no muestran una estacionalidad marcada y pueden llegar a reproducir a lo
largo del afio, como se ha observado en animales mantenidos en confinamiento (43), ya existe una
tendencia a aumentar la actividad reproductiva en los meses que corresponden a primavera y
verano. Esto puede estar influenciado quizas por factores climatolégicos como son horas con luz
solar, precipitacion pluvial o temperatura. Las horas con luz tienen un efecto directo en los ciclos
reproductivos de felinos(56, 57); pero las tres en conjunto tienen una influencia en la disponibilidad
de recursos para las presas de esta especie en vida silvestre, las cuales son importantes para

poder mantener una gestacion y lactancia exitosa.
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5. CONCLUSIONES.

Es factible utilizar 1as heces para evaluar ia actividad ovarica en las hembras de ocelote.
Para medir progestagenos en esta especie es posible el utilizar anticuerpos con una
importante especificidad para progesterona.

Aunque los niveles de estradiol son menores a los reportados en esta especie, la utilizacién
de un Kit comercial para medir niveles de estradiol y progesterona fecal es factible.

Aunque se observo una tendencia en el aumento de los niveles de estradiol fecal durante
los meses que corresponden a primavera y verano, no se podria afirmar la existencia de
estacionalidad marcada en esta especie ya que no se observd un anestro marcado en las
hembras adultas a 1o largo del periodo de muestreo. No se encontro una relacion entre los
niveles de estradiol en las 5 hembras y las variables climatoldgicas. Al parecer las horas luz,
temperaturas maximas y precipitacion pluvial son los factores que influyen mas sobre los
niveles de estradiol fecal en las hembras de este estudio.

El patrén hormonal y de conducta observado en la hembra 3 podria sugerir que el nimero
de montas en esta especie influye en la presentacion de {a ovulacién. Los datos obtenidos
en el presente estudio sugieren, que se puede presentar ovulacién inducida sin monta en
esta especie asi como pseudogestacion con un tiempo aproximado de dos tercios de la
duracién nomal de la gestacion.

Es necesario ampliar el namero de hembras en un estudio similar asi como de muestras
recolectadas por cada hembra, e incluso, contar con hembras en diferentes etapas de

actividad reproductiva como son: juveniles, gestantes, postparto y lactancia, etc..
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CUADRO 1

Control de calidad del ensayo.

Intra analisis
Muestra Curva est Control interno Control externo (suero gata)
%CV | %CV
%CVP | Fc |Gradllv| Ft Xgen |Sgen ’ Xgen | Sgen
gen gen
E17 Hembra1 | 0059 [035| 64 453 | 73773 (57887 8 9264 671 | 7

E17 Hembra2 [ 0.072 [0.10 64 453 | 345266 |181.75{ 526 | 9881 2955 3

E17 Hembra3-5( 0092 |0.84 6.4 453 | 24885 (22033 9 5916 125 21
P4 Hembra 1 0.069 }0.92 7.5 3.97 7145 |43066| 6 |686375) 609.40 | 8.87

P4 Hembra 2 0040 |089; 7,5 397 }14237.83 | 1188 | 0.83 " : - H
P4 Hembra3-51 0043 [115] 75 397 6173 |161.071 260 | 9305 1010 10 i
5 *Se aceptan CVP menores a 10% (30,50). {

“*Si Fe<Ft se acepta (con 95% de confianza).
*Sueros con diferentes diluciones (1* Prueba).

CUADRO 2

Resumen de los valores maximos y minimos en cada una de las hembras.

i
t
1
i
'
i
i
i

HEMBRA | HEMBRA | HEMBRA | HEMBRA | HEMBRA
*PROM. | *DES. VEST. .
1 2 3 4 5 ;
E17 maximos. (ngigr} |112.79 110.54 12556 |1271.5 80.9 11810 |8.67
E17 minimos (ng/gr) 1.14 1.04 1.38 1.34 22 1.22 0.16
P4 maximos (ng/gr) 6690 9679.59 4697.43 8562.9 1570.5 7407.49 ]2187.59
Paminimos (ngfgr) {4416 j634 [5076  |4137  [330 (4092 [0.80

* Promedio y desviacion estandar de las 4 hembras adultas (Hembra 1-4).

TESIS CON
FALL DE ORIGEN
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CUADRO 3.

Regresién linear mdltiple entre los niveles de estradiol fecal y las variables climatolgicas.

tt

Temp. Maxima Temp. Minima | Temp. Promedio Precip. Pluvial Horas del dia conluz | Radiacién global

RZ| P | p IR |IP|p[RJP] B[R] PT B[R] P B [RF P
Hembra 1 |0.009| 0.52 | 0.098 | 0.077 | 0.06 | 0.28 [ 0.038 | 0.19 { 0.167 | 0.005 | 0.62 | -0.07 | 0.416 [0.021* | 034 [002| 03 | 0.158

Hembra2 | 014 | 0.012*] -0.38 | 0.006 | 0.6 |-0.08| 0.081 | 0.06 | -0.28 | 0.007 | 0.93 | 0.013 | 0.009 | 0.53 -0.1 |0141{0015*| -0.39

Hembra 3| 023 | 0.44 | 0.231 | 0.083 [ 0.33 | 0.29} 0.113 | 0.26 [ 0.336 | 0.31 |0.046*| 056 | 0.17 | 0.16 | 041

Hembrad | 014 | 01 | -038 [0.083 [023{029(0007(0.73]-0.08 {00221 053 |0.15170069| 027 | 026

Hembra 5 | 0.044 | 050 | -0.21 | 0.017 | 0.68 {-0.13| 0.034 [ 0.56 | -0.18 { 0.010 | 0.74 | 0.103 { 0.11 | 029 | 0.33

*P<0.05 (Enlas hebras 3, 4, 5 no se obtuvieron datos de radiacién global en Tuxtla Gutiérrez Chiapas)
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Fig 6. Distribucion anual de los niveles de progesteronay estradiol facal en la hambra 2.
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Fig. 7 Distribucion de los niveles de progesterona fecal en la hembra 3.
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Flg. 9 Distrubuclén de los niveles de progesteronay estradiol fecal en la hembra 3.
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Fig. 11 Distribuclén de nlveles de estradiol fecal en la hembra 4.
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Fig.12 Distribucion de los niveles de progesterona y estradiol fecal en la hembra 4.
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Flg.13 Distribucion de los hiveles de progesteronay estradiol fecal enla hembra5
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Fig. 14 Distr én de los pr di m 1 de niveles de estradiol en ta hembra 1 (lineas
verticales muestran efror estandar).
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Fig 16. Relacion entre los niveles de estradiol fecal y horas con luz
solar en la hembra 1.
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Estradiol (ng/gr heces secas).

Fig. 17 Distribucién de los promedios mensvales de niveles de estradial en 12 hembra 2 (lineas

verticales muestran erfor estan
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Estradiol (ng/gr heces secas).

Fig 19. Relacién entre los niveles de estradiol fecal y temperaturas
maximas en la hembra 2.
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Fig. 23 Relacion entre los niveles de estradiol fecal y precipitacion
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Fig. 26 Distribucién por estaciones del afto de los niveles de estradiol en las 4 hembras aduttas.
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