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Resumen del articulo

El presente trabajo describe el estado actual y proyecciones, del estudio de la reproduccion en
hembras de ungulados silvestres. Inicialmente se caracteriza la estrategia reproductiva y su
asociacion con la disponibilidad de recursos alimenticios. Posteriormente, a través de estudios
de caso tanto en cautiverio como en el medio natural, se ejemplifican por familia taxondmica,

los principales avances del conocimiento reproductivo en hembras de ungulados silvestres.

Es asi como se describen las principales herramientas utilizadas en el estudio de la fisiologia y
morfologia reproductiva del ciclo sexual y gestacion. Se aborda la determinacion de hormonas

y sus metabolitos tanto fecales como urinarios y la utilizacion del ultrasonido.

Finalmente se discute una nueva técnica diagnostica de gestacion y las principales
aplicaciones del ultrasonido, caracterizando sus principales fortalezas y debilidades,
concluyendo con las proyecciones del area, orientadas a dar fundamentos para el manejo

reproductivo de especies silvestres con fines de conservacion y/o productivos.

Términos claves:
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Introduccién

El presente trabajo tiene como objetivo caracterizar el estado actual del conocimiento sobre la

fisiologia reproductiva de la hembra en ungulados silvestres.

Los ungulados son un importante grupo de mamiferos, perteneciente a la subclase eutheria o
placentados. Esta subclase, tiene como caracteristica principal poseer a lo menos un dedo
como la estructura mas distal del esqueleto apendicular. Se encuentra compuesta por dos

ordenes artiodactyla y perissodactyla, 12 familias, 87 géneros y 208 especies (tabla 1) (1).

Desde un punto de vista reproductivo, su estrategia se caracteriza por estar relacionada con
factores ambientales asociados a la cantidad y calidad del forraje, lo que se traduce en la

existencia de temporadas de apareamientos y pariciones.

A continuacion se describen a través estudios especificos por familia, caracteristicas de la
estrategia reproductiva de distintas especies de ungulados silvestres. De la misma forma,
posteriormente seran descritas las principales metodologias de estudio de la fisiologia
reproductiva. De esta manera se abordan técnicas de estudio invasivo como las hormonas
plasmaticas, y no invasivas como la determinacién de metabolitos hormonales de esteroides en
orina y fecas, asi como el uso y aplicacion de la ecografia. En este ambito se presentan las
principales lineas de investigacion, llevadas a cabo en ungulados silvestres, tanto en cautiverio

como en su medio natural.

Finalmente se discutira el estado actual de conocimiento por familia de ungulados, asi como
las ventajas y debilidades de cada sistema de estudio descrito, caracterizandose el grado de
avance en el area de manejo reproductivo biotecnoldgico, orientado principalmente a

incrementar al manejo de especies en cautiverio.



Estado actual del problema

Estrategia reproductiva

Al igual que muchas especies de mamiferos, los ungulados se han visto amenazados por la
destruccion del habitat. Dentro de estas especies, algunas poseen caracteristicas fisiologicas
(como alta tolerancia al estrés calorico y/o resistencia a patdogenos endémicos especificos) y
morfologicas (como pezufias resistentes, gran superficie de piel y largos apéndices que les
permiten irradiar calor o evitar insolacion mediante gruesas cubiertas pilosas) logrando estar

particularmente bien adaptadas a sus habitat (2).

Los ungulados sincronizan su reproduccion anual con los ciclos estacionales, relacionados con
la calidad y cantidad de forraje disponible. Sin embargo dentro de cada estacion las
condiciones del forraje varian, frente a lo cual son capaces de responder sélo parcialmente,
siendo la compensacion conductual la tactica mas importante para lidiar con las demandas

energéticas adicionales de la reproduccion (3).

En el caso de la familia cervidae, estudios realizados en ciervo blanco (C. e. canadensis) han
demostrado como modificaciones en la actividad y la conducta de forrajeo durante la
gestacion y la lactancia permiten satisfacer sus cambios en los requerimientos nutricionales.
En la gestacion tardia, la reduccién en la capacidad ruminal consecuencia del acelerado
desarrollo fetal, puede condicionar un acortamiento en la duracion de los eventos de
alimentacion y un incremento en la frecuenta de los mismos (4). En estds especies al ser
transportadas desde zonas templadas, hacia zonas mas extremas con estaciones del afio
claramente definidas, manifiestan cambios drasticos hacia una reproduccioén estacional,
orientada a sustentar la reproduccién en condiciones ambientales extremas (5). En las zonas

templadas presentan su temporada de paricion a comienzos del verano, momento en que las



condiciones ambientales facilitan la sobrevida y la obtencion de altas tasas de crecimiento en
las crias (6;7), debido a lo cual comiinmente conciben en otofio, gestando por un periodo
prolongado de entre 220 y 260 dias (8). Por el contrario en zonas tropicales la estacion
reproductiva no se encuentra bien definida, especialmente para Mazama en la cual la actividad
se reanuda post parto, y en M. americana donde la reproduccion no es estacional. En O.
bezoarticus se describe estacion reproductiva, con una concentracion de partos en la primavera
(9). En cautiverio el género Blastocerus no presenta aparentemente estacion sexual, con un
lapso interparto de 9 meses de duracion, lo cual coincide con la gestacion de una duracion
entre 8,5 y 9 meses de duracion (10). En el caso de ciervo Rusa en cautiverio (C. r. timorensis),
se ha descrito, una gestacion e intervalo interparto de 249 y 366 dias, respectivamente,

independiente del sexo de la cria (11), y de las condiciones de cautiverio o libertad (12;13).

En el caso de la familia bovidae, varias especies del género Gazella se reproducen dos veces al
afio y en casos excepcionales durante todo el ano. Las gacelas montafiesas (G. gazella)
presentan dos temporadas de pariciéon en primavera y otofio (14) e incluso en cautiverio
mantienen las mismas caracteristicas (14). Sin embargo, se ha demostrado (15), que en la
misma especie, junto a gacelas dorcas y gacelas (G. g. farasani) (15;16), con disponibilidad de
alimento y agua, se reproducen durante todo el afio. Determinandose el largo de la gestacion

en gacelas en aproximadamente 150 dias (15;16;17;18).

En la familia camelidae, guanaco y vicufa, son considerados usualmente como reproductores
estacionales en su habitat natural, durante los meses mas célidos, humedos y de mayor
disponiblidad de forraje (19). En vicunas silvestres, la estacion reproductiva se reporta entre

mediados de febrero y mediados de abril en el Parque Nacional Lauca (Altiplano chileno) (20)



y marzo — mayo en Pampa Galeras (Perl) (21). En el caso de guanacos silvestres, se ha

descrito de diciembre a marzo, para la zona de Magallanes (Patagonia chilena) (22).

En la familia equidae, en asnos silvestres de Kalpitiya, se ha demostrado ausencia de
estacionalidad reproductiva, con una temporada de paricion distribuida a lo largo del afio, con
la excepcion del mes de mayo (23). La gestacion se describe por un periodo de alrededor de
340 dias (23), la cual es aproximadamente un 20% mas prolongada que otros rumiantes de
tamafio similar (24). El largo de la gestacion asegura que la cria alcance un avanzado estado
de desarrollo al momento de nacer, permitiendo a las crias crecer rapidamente, si reciben una
adecuada alimentacion por parte de la hembra. Particularmente en los équidos se conoce que
tienen la capacidad de doblar el peso de nacimiento al mes de vida (25), describiéndose

usualmente el nacimiento de una cria y en casos excepcionales gestaciones dobles (26).

En la familia tapiridae, el tapir ha mostrado baja tasa reproductiva, con una gestacion unica de
13 meses de duracion. Las hembras son capaces de gestar nuevamente dentro del mes
postparto, siendo posible afirmar que en las mejores condiciones es posible esperar un parto
cada 14 meses, en un habitat con minimas variaciones en relacion con la disponibilidad de
alimento. Por el contrario en habitat aridos, el lapso interparto puede ser mayor. Los tapires
sudamericanos muestran una tasa reproductiva menor a ciervos y pecaries, con los cuales

comparten un habitat comun (27).

En el caso de la familia tayussuidae, los estudios en pecari se basan en P. tajacu, mantenidos
en cautiverio y semi-cautiverio. Estos indican que carecen de estacionalidad marcada, lo cual
esta relacionado en condiciones silvestres con la cantidad de precipitaciones y la

disponibilidad de alimentos (28). El periodo de gestacion tiene una duracion de 145 dias en el



pecari de collar y 159 dias para el labiado (29). Las hembras de ambas especies pueden quedar

gestantes durante el periodo postparto y en lactancia, lo cual reduce el lapso interparto (29).

En el caso de la familia giraffidae, en jirafas G. camelopardalis, se ha descrito reproduccion
anual, sin embargo cambios en la dieta, habitat, y actividad pueden modificar el estado
reproductivo (30). Adicionalmente se ha descrito que las jirafas pueden traslapar su
reproduccion, es asi como las hembras pueden quedar gestantes durante el periodo de lactancia
(30;31;32). Las variaciones en la calidad y cantidad del alimento pueden modificar el lapso de
la gestacion, en jirafas silvestres versus en cautiverio (33). Sin embargo en la mayoria de los
mamiferos la duracion de la gestacion exhibe una variacion claramente delimitada (34), donde
los factores ambientales contribuyen s6lo en una pequena fraccion de la variacion en su
duracion (35). Cabe destacar que el estado reproductivo de la hembra jirafa, es dificil de
evaluar debido a que la gestacion no es detectable visualmente hasta estadios de gestacion
avanzada; mas aun la duracion de la gestacion, asi como la ciclicidad post parto han sido
estimadas en base a estudios conductuales (32;30), describiéndose una gestacion promedio de
448 dias en condiciones silvestres y 446—457 en cautiverio (33;36).

De esta manera el lapso gestacional en jirafas, es similar al descrito en distintas especies de la
familia rhinocerotidae: rinoceronte negro, D. bicornis (440-470 dias; 37), rinoceronte blanco,
C. simum (490-525 dias: 38), rinoceronte de la india R. unicornis (480-490 dias: 39), y mayor

que la otra especie de la familia giraffidae el okapi, O. johnstoni (423-431 dias: 40).

De esta manera diferentes estudios tanto en condiciones silvestres como en cautiverio, han
permitido caracterizar la estrategia reproductiva de los ungulados silvestres, la cual presenta
un grado variable de estacionalidad en relacion a la variacion en la disponibilidad de recursos

tanto hidricos como alimenticios. En forma adicional como parte de esta estrategia se



describen gestaciones generalmente unicas y con un prolongado periodo de gestacion. Sin
embargo el grado de avance en el conocimiento de estos subdrdenes ha sido parcial y dificil de
abordar, principalmente por la naturaleza silvestre de los animales, lo cual ha determinado el

desarrollo de técnicas que permitan caracterizar su fisiologia reproductiva.

A continuacion se describe el desarrollo y aplicacion de las metodologias invasivas y no

invasivas, utilizadas en ungulados silvestres.

Metodologias de caracterizacion del estado reproductivo

Determinacién de hormonas glicoproteicas

La determinacion de hormonas no esteroidales, como la luteinizante LH y la foliculo
estimulante FSH, tienen una aplicacion mas limitada en estudios de la fisiologia reproductiva
en especies silvestres. Debido principalmente a la caracteristica pulsatil de su secrecion, lo
cual hace necesario una elevada frecuencia de muestreo sanguineo, convirtiéndolo en inviable

en muchas condiciones experimentales o con especies de dificil manipulacion (41).

Determinacion de esteroides en plasma sanguineo

El analisis de las concentraciones plasmaticas de progesterona permite establecer de una forma
objetiva y precisa el comienzo y finalizacion del periodo de actividad ovulatoria ciclica, asi
como las caracteristicas y duracion del ciclo sexual. Este método de estudio ha sido utilizado
para el estudio de las caracteristicas reproductivas en el ciervo rojo (42), corzo (43;44;45),
ciervo de cola blanca (46;47;48); gamo (49;50) caribu (51) y muflon (52;53) y ciervo rojo(54).
La presencia de niveles basales de progesterona durante los periodos de anestro y durante la
fase folicular del ciclo sexual, asi como los niveles elevados durante la fase luteal del ciclo,

permite la realizacién de estudios de gran precision sobre el comienzo de la pubertad e



intervalo entre el parto y el restablecimiento de la actividad ovulatoria ciclica (55). Igualmente,
la determinaciéon de las concentraciones plasmaticas de progesterona permite estudiar las
variaciones de secrecion como reflejo de una secrecion ovarica — placentaria durante la gestacion,
asi como las caracteristicas de secrecion alrededor del parto (55).

En cérvidos, la progesterona, ademas de secretarse por el ovario y la placenta, también tiene
un aporte desde la glandula adrenal. Una estimulacion de la glandula adrenal, puede conducir
a un significativo incremento de las concentraciones de progesterona en plasma, no obstante
esta caracteristica no ha sido observada en otras especies de ungulados. Este hecho debe ser
considerado a la hora de la interpretacion de los resultados en aquellos animales no adaptados
al manejo y que sufren un fuerte estrés durante la manipulacion. Las concentraciones de
progesterona plasmatica se determinan por enzimoinmunoandlisis (ELISA) o bien, y mas

frecuentemente, por técnicas de radioinmunoanalisis (RIA) (56).

Deteccion de esteroides en heces y orina.

Sintesis y metabolizacion esteroides tabla n°2

La dificultad en el manejo que supone el muestreo periddico sanguineo para la realizacion de
evaluaciones hormonales en el plasma de los ungulados silvestres, ha determinado el
desarrollo de técnicas para la determinacion de esteroides urinarios y fecales como método no
invasivo para valorar el estado reproductivo (57;58). Las técnicas para la determinacion de
esteroides en heces y orina mediante enzimoinmunoanalisis y radioinmunoanalisis se basan en
las vias de metabolizacion de las hormonas esteroidales y su excrecion via renal y/o hepatica,
encontrandose en las excretas como metabolitos especificos e identificables de sus respectivas
hormonas originales (41). Péptidos, proteinas y hormonas glicoproteicas son componentes

elementales en los diferentes procesos reproductivos, y aunque también son excretados como
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metabolitos reconocibles, la especificidad en la sintesis proteica entre las diferentes especies
limita una aplicacion con los actuales métodos de andlisis (41). No obstante, en algunos
ensayos se han determinado restos bioactivos de hormonas proteicas, tales como la LH y la
FSH, sin embargo la complejidad del método hacen limitado su uso en practicas evaluaciones
de rutina (41). De este modo, la mayoria de los trabajos centran sus objetivos en la
determinacion analitica de los metabolitos de las hormonas esteroides. Generalmente, y en la
mayoria de las especies silvestres, la estrona es el mayor metabolito del estradiol (59;60;61).
Anticuerpos que detectan estradiol y la estrona han sido utilizados en el desarrollo de los
iniciales analisis en orina. Los estudios iniciales referian un andlisis relativo a “estrégenos
totales analizados”, requiriéndose una previa hidrolizacion de la muestra antes del anélisis (62),
ya que la mayoria de los estrogenos presentes en la orina estan de forma conjugada,
presentandose como complejas moléculas conteniendo sulfato o glucuronido. En contraste con
los primeros métodos analiticos utilizados para la monitorizacion de la produccion de
estrogenos, los metabolitos urinarios de progesterona habitualmente son analizados en su
forma conjugada. Los procesos de hidrolisis y extraccion pueden, de este modo, suprimirse
mediante el empleo de anticuerpos especificos para el pregnandiol-3-glucuronido, el cual es
un metabolito urinario de la progesterona (63). La posibilidad de deteccion de este metabolito
junto a otras moléculas similares, resulta de inestimable valor para el estudio de la funcidén
luteal en diferentes mamiferos silvestres. Aunque la determinacién de pregnandiol-3-
glucuronido ha sido utilizada para el estudio de la funcioén ovérica de diferentes especies de
artiodactilos, su uso no es aplicable a la mayoria de los perisodactilos en los que la excrecion
de este metabolito es escasa o nula (41;63). La mayor disponibilidad de anticuerpos para las
formas conjugadas de los esteroides ha representado el mayor avance en la analitica de los

metabolitos de esteroides. Esto ha permitido una simplificaciéon del método asi como un
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incremento de la sensibilidad del analisis, favoreciendo un mayor nimero de posibilidades
para su aplicacion en las determinaciones urinarias. El ciclo ovérico esta caracterizado por un
incremento gradual de los conjugados de la estrona, alcanzando los maximos niveles justo
antes de la ovulacion. Los niveles de pregnandiol-3-glucuronido comienzan a incrementarse
antes de la disminucion de los conjugados de la estrona, manteniéndose elevados como reflejo
de la formacion de un cuerpo luteo activo. Esta caracteristica evolucion de los metabolitos
urinarios permiten la monitorizacion de la funcion ovarica en términos de ovulacion y de
funcion luteal, pudiéndose utilizar para evaluar el estado normal de la actividad ovarica (41).
También es posible estudiar la funcidn luteal y la gestacion mediante anticuerpos con amplias
reacciones cruzadas con un amplio rango de metabolitos de la progesterona. La caracteristica
solubilidad en agua de los metabolitos de los esteroides unido a su presencia en altas
concentraciones en la orina, lo que permite una gran dilucion de la muestra para su andlisis,
facilita la realizacion de un amplio nimero de técnicas, tales como ELISA,

Inmunofluorescencia y RIA (41).

La determinacion de los patrones de excrecion de conjugados urinarios de la estrona asi como
del pregnandiol-3a-glucurénido mediante radioinmunoanalisis ha permitido establecer, de
forma precisa, la actividad reproductiva de diferentes especies, tales como el oryx, bongo,
okapi, jirafa (64;65;31). La excrecion urinaria pregnandiol-3a-glucurénido refleja la actividad
ovarica ciclica en el ciervo de Eld, coincidiendo los niveles de este metabolito en orina con las
concentraciones de progesterona plasmatica. El incremento marcado de este metabolito indica
la existencia de una gestacion. Ademas, la simultanea monitorizacion de los conjugados de la

estrona parece ser util en la estimacion del estado de gestacion y la prediccion del parto. No
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obstante, aunque cantidades detectables de conjugados de estrona pueden apreciarse en la

orina de la cierva de Eld, no se detecta un patron ciclico de excrecion de estos conjugados (57).

La determinacion de esteroides en orina supone la dificultad de la toma de muestra. Mediante
la administracion en sangre de hormonas esteroides marcadas radioactivamente se ha
observado que la excrecidon en heces es tan importante como en orina (41). De este modo, se
ha utilizado el analisis de hormonas esteroides fecales como una alternativa del analisis de la
funcion ovarica y de la gestacion. Han sido descritos diversos estudios en diferentes especies
silvestres tales como el buey almizclero (64), caribu (65). Por otro lado, diferentes experiencias
que comparan los valores de esteroides fecales y plasmaticos durante el ciclo indican la existencia
de un retraso de alrededor de 2 horas en las concentraciones fecales respecto a las plasmaticas. En
estudios de gestacion, los metabolitos de progesterona fecales no decrecen después del parto a

niveles basales hasta pasados 3-4 dias (40;66).

Sin embargo es necesario caracterizarlos en funcion de las diferencias en la fisiologia y
metabolismo de cada especie animal (67). El analisis de esteroides fecales, ha logrado precisar
informacion sobre la actividad sexual y la conducta de apareamiento en la zebra de Grevy, E.
grevyi, (68) y en la gacela Mohor, G. dama (69;70), al igual que ha permitido describir
cambios endocrinos durante la gestacion en el rinoceronte blanco, C. simum (38) y en forma
adicional el andlisis de fecas ha sido ampliamente utilizado para describir el ciclo ovarico en
una serie de ungulados, por ejemplo, rinoceronte negro, D. bicornis (37), okapi O. johnstoni
(71;40;72), y oryx cimitarra, O. dammah (73;74), vicuia (75). Por otro lado, el analisis fecal,
ha permitido diagnosticar en jirafa, estados de gestacion aproximadamente a las 2 semanas
post concepcion, analizando solamente una muestra de fecas (36). La concentracion del

metabolito pregnone en jirafa se incrementa regularmente a medida que la gestacion progresa,
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lo cual podria estar relacionado con la contribucion incremental de la placenta en la
esteroidogénesis, tal como ocurre en otros mamiferos (76). Posterior al parto la concentracion

fecal de pregnone cae y permanece baja hasta que el ciclo ovarico se reanuda (36).

En especies en peligro como el rinoceronte de la india, se ha descrito el ciclo estral y la
gestacion, a través de la determinacion de metabolitos de esteroides fecales: pregnone,
estrogeno, y androstone. Las muestras fecales presentan como ventajas adicionales en esta
especie, permitir el diagnostico de gestacion desde el tercer mes, mientras los esteroides
urinarios solo la detectan a contar de la mitad de la gestacion (62;77). Otro beneficio adicional
entre el andlisis de esteroides urinarios y fecales, se basa en que adicionalmente a los ensayos
de pregnanediol y estrogeno, usados también en analisis urinarios, en fecas se ha establecido
ademas la determinacion de los metabolitos 17-oxo-andostanos y 20-oxo-pregnona, como
indicadores de gestacion. Las concentraciones basales de estrogenos fecales descritos durante
la gestacion en el rinoceronte de la india son concordantes con las bajas concentraciones
medidas en muestras urinarias (62). Las concentraciones del esteroide fecal pregnone
producido por el cuerpo luteo y la unidad feto placentaria, detectadas en rinoceronte de la
india, concuerdan con una serie de reportes medidos en metabolitos fecales de progesterona en
rinocerontes africanos (63;78;79; 37;80;81;82;83;84;85;38) y en rinoceronte de Sumatra (86).
Adicionalmente, la presencia de una serie de metabolitos progesterona inmunoreactivos son
comparables con los hallazgos en otras especies de mamiferos (66;87). La determinacion de
concentraciones de metabolitos de progesterona en el rinoceronte de la india, demuestran que
la produccion del metabolito por parte de la unidad feto placentaria permite el diagnodstico de
gestacion tal como en otras especies de rinocerontes (63;78;79;37;82;83;84;85;86;38). En el

caso del rinoceronte blanco, un estudio reciente en cautiverio, con el uso combinado de
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ultrasonido y metabolitos fecales de progesterona, fue capaz de describir ciclos ovaricos
anovulatorios, ciclos ovulatorios no gestacionales y ciclos gestacionales (86); con una
duracion de 73-78 dias y estructura luteal persistente por 42-48 dias
(62;63;77;78;37,82;84;85). La duracion de la gestacion promedio descrita en rinoceronte
blanco es de 15 meses y los valores fecales de 20-oxo-P durante el 4° y 5° mes de gestacion
son considerablemente mas altos que los descritos durante la fase luteal (83). Hodges y Green
(77), también reportaron altas concentraciones urinarias de pregnandiol durante la segunda

mitad de la gestacion en rinoceronte blanco.

Las concentraciones de estrogenos fecales han sido monitoreadas durante la gestacion y el
periodo post parto, mediante enzimo inmuno ensayos (EIE) en cautiverio en el antilope sable y
el tapir, los cuales muestran un incremento regular en las concentraciones de estrégenos a lo
largo de la gestacion, con los maximos valores justo antes del parto y un rapido descenso a
valores basales en el post parto. En contraste las concentraciones de estrogenos de la zebra de
Grevy aumentan en la mitad de la gestacion y declinan durante los estadios finales de la
misma. La determinacion de la concentracion de estrogenos fecales a través de EIA, entrega
un método practico para el diagnostico y confirmacion de gestacion, en animales de zoologico,
sin embargo debe ser utilizada en forma cautelosa particularmente en aquellas especies donde

los perfiles hormonales, no se encuentran claramente establecidos (88).

Deteccion de esteroides en pelo

En bovinos, se han establecido protocolos para la determinacion de progesterona, testosterona
y estradiol en el pelo (89). Esto hace pensar en la posibilidad de la aplicacion de estas técnicas
como procedimientos de estudio no invasivos en poblaciones silvestres. Sin embargo, las

potenciales expectativas de la deteccion de esteroides en pelo, para la monitorizacion de la

15



actividad reproductiva, estan limitadas por la falta y complejidad de las metodologias de
extraccion de hormonas y obtencion de anticuerpos especificos, debido a lo cual actualmente
no se contempla como una técnica rutinaria de estudio. Ademas, la permanencia en el pelo de
esteroides sexuales durante largos periodos de tiempo, incluso meses y afios (89), limitan atn
mas sus posibles aplicaciones para estudiar los diferentes parametros de la actividad
reproductiva (periodos de actividad ovulatoria ciclica y anestro estacional y postparto). De
este modo, es necesaria una mayor informacion sobre la relacion entre los ciclos anuales de

muda del pelo y el ciclo anual de actividad reproductiva (90).

Ecografia

La ecografia puede definirse como un medio diagnostico médico basado en las imagenes
obtenidas mediante el procesamiento de los ecos reflejados por las estructuras corporales,
gracias a la accion de pulsos de ondas ultrasonicas. Constituye un medio no invasivo de
diagnostico de gestacion, prediccion de fecha de parto e identificacion de las condiciones
prenatales. Los programas de reproduccion con el uso de ultrasonido, han permitido precisar la
respuesta a tratamientos superovulatorios, asi como detectar estados tempranos de gestacion,

desarrollo fetal y el manejo alimenticio de animales gestantes (91).

La ecografia, se basa en el uso del ultrasonido, el cual puede definirse como un tren de ondas
mecanicas, generalmente longitudinales, originadas por la vibracién de un cuerpo eléstico y
propagadas por un medio material y cuya frecuencia supera la del sonido audible por el genero
humano: 20.000 ciclos/s (20 KHz) aproximadamente. Es asi como los equipos de ultrasonido
utilizan la técnica del eco pulsado, que consiste en pulsar un cristal y enviar paquetes de

energia dentro del paciente. Un pequefio porcentaje es reflejado en las diferentes interfases y
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llega al transductor el cual la traduce a un pequeiio voltaje. Los ultrasonidos, al atravesar las
diferentes estructuras devuelven "ecos" de diferentes amplitudes segin sean los organos

atravesados, generando imagenes que permiten analizar su morfologia y/o fisiologia. (92)

La introduccion de la ultrasonografia en la medicina reproductiva a fines de la década del 50
(93) y fue aplicada por primera vez, como herramienta diagndstica en animales de zooldgico
en 1978 (94). Desde entonces la utilizacion de técnicas sonograficas en programas de manejo
reproductivo en especies silvestres ha sido esporadico (95), principalmente debido a que su
aplicacion en animales silvestres presenta una serie de dificultades originadas por la gran
diversidad de tamafios, posicion de examen, y morfologia y fisiologia de cada especie (96).
Sin embargo, el uso de nuevos componentes desarrollados incluidos la modificacion de la
configuracion de los sistemas de ultrasonido comerciales, al igual que nuevas metodologias de
examen, ha permitido proveer de una herramienta de gran utilidad para el progreso de la
reproduccion asistida en especies amenazadas. Los examenes con el uso de ultrasonido han
permitido la caracterizacion detallada de la duracion del ciclo sexual de la hembra, incluidos
los cambios estacionales y eventos como la formacion de foliculos y/o del cuerpo luteo. La
principal limitante a los exdmenes repetidos con ultrasonido, en animales silvestres, es el
riesgo de la inmovilizacion (fisica o quimica) o el tiempo necesario a invertir en el
entrenamiento para que un animal logre aceptar el examen transrectal. El uso en conjunto de
andlisis endocrinos, particularmente no invasivos fecales y/o urinarios, permiten
complementar y dar soporte a los hallazgos ultrasonograficos. Es asi como en pecari de collar,
se ha caracterizado la gestacion, a través de la determinacion de esteroides y conjunto con el
analisis ultrasonografico. Los resultados obtenidos describen una concentracion promedio de

progesterona entre los dias 11 y 140 de gestacion, de 36-48 ng/ml y de estradiol 5 a 10 pg/ml,
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los cuales se mantienen en dicha concentracion hasta el dia 90 de gestacion luego de lo cual
sufre un alza hasta 49,07 pg/ml (74). En el caso del ultrasonido, se ha aplicado sin dificultades,
describiéndose una camada promedio de 1-3 crias en T. pecari y 1-4 crias en P.tajacu y

C.wagneri, con un promedio para las tres especies de dos crias por camada (97).

Un campo muy importante de aplicacion del ultrasonido, tiene relacion con el monitoreo del
estado reproductivo durante la implementacion de programas anticonceptivos, los cuales han
ido en aumento, debido al incremento de algunas especies en cautiverio. De esta manera
cambios sonomorfoldgicos durante los tratamientos anticonceptivos (disminuciéon de la
actividad ovarica): prevencion de la implantacion o posibles alteraciones patologicas, los
cuales son correlacionados con andlisis farmacocinéticos y hormonales, permiten evaluar la

eficiencia y reversibilidad de los métodos aplicados (98).

Existe una serie de reportes exitosos en inseminacion artificial y transferencia embrionaria en
ungulados animales silvestres (99;100;101). Sin embargo, en la mayoria de las especies no
domésticas, la inseminacion no quirdrgica y los programas de transferencia embrionaria no
han sido desarrollados exitosamente. La aplicacion del ultrasonido ha proveido de informacion
crucial sobre la anatomia de la hembra, momento de la ovulacion y asistencia en el proceso de
inseminacion, permitiendo por ejemplo guiar el catéter en la profundidad del tracto genital
para la correcta deposicion del semen o de los embriones (102;103). El ultrasonido ha sido
esencial para el desarrollo y aplicacion de inseminacion artificial en especies unicas de
ungulados como el corzo, rinoceronte blanco y tapir Malayo (102;103), sin embargo la
utilizacion de la técnicas se ha visto restringida en especies que no se encuentran relacionadas

cercanamente con alguna especie doméstica, como es el caso del yak (104).
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Nuevas tecnologias.

Es de conocimiento comtin que la biotecnologia y las tecnologias de reproduccion asistida,
han sido exitosas en sus aplicaciones en ganaderia, sin embargo en especies silvestres nativas

o0 exoticas, ha tenido un grado de éxito limitado (101).

En cérvidos sudamericanos, especificamente en M. gouazoubira, se ha realizado en forma
exitosa, la sincronizacion del ciclo folicular, mediante la utilizacion de dispositivos
intravaginales con progestagenos (105). Lo anterior se ha realizado, como parte de
tratamientos superovulatorios con PMSG, para posteriormente aplicar inseminacion artificial
(105). Esta solo ha sido exitosa con la utilizacion de semen fresco via vaginal y semen
congelado via intrauterina (105). La transferencia de embriones se ha desarrollado en ciervos
principalmente en C. elaphus (106), sin embargo las proyecciones de transferir embriones
entre especies aparece como una atractiva herramienta para el tratamiento de especies en
peligro de extincion. Es asi como se podrian transferir embriones desde M. bororo, en peligro
de extincion, a M. gouazoubira el cérvido sudamericano mas comun, con un potencial de

aumentar de una cria a 10 a 15 por afio (105).

El oryx cimitarra (O. dammah), antilope africano de 130-180 Kg, que habita las zonas
semiaridas del Sahara (106), ha sido protagonista de programas de conservacion ex Situ,
orientados a conservar su diversidad genética, a través de la utilizacion de bancos de recursos
genéticos (107). De esta manera la utilizacion de la inseminacion artificial, se ha descrito en
siete especies de antilopes: gacela de Speke G. spekei (108), springbok A. marsupiales (108),
addax A. nasomaculatus (109), blackbuck A. cervicapra (110), antilope suni N. m. zuluensis

(111), oryx O. dammah (112) y gacela Mhorr G. d mhorr (113).
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El uso del ultrasonido ha incrementado el conocimiento de la estructura y fisiologia de la
hembra en camélidos sudamericanos (CSA), sin embargo se ha concentrado en las especies
domésticas. Actualmente se ha puesto particular atencion a la dindmica folicular ovarica,
maduracion del oocito, fecundacion y desarrollo embrionario in vitro e in vivo, orientando su
aplicacion a la preservacion de las especies silvestres (guanacos, vicufias) asi como a las
poblaciones silvestres de camélidos del viejo mundo (114). Por otro lado, en base a
experiencias exitosas, se proyecta como otra alternativa, la transferencia de embriones entre
sus distintas especies. Sin embargo, antes de la aplicacion de estas tecnologias, aun quedan
temas por desarrollar, como la preservacion de oocitos y ovarios que podria ser de gran ayuda
a la criopreservacion de oocitos y embriones. El éxito de las técnicas de fertilizacion in vitro,
en estas especies, debido a sus particularidades reproductivas, presenta grandes oportunidades
para su desarrollo en otras especies exoéticas. Se considera que algunas técnicas son muy
simples de adaptar desde bovinos a otras especies, con modificaciones menores, por lo tanto la
manipulacion como la fertilizacion in vitro, con la utilizaciéon de espermatozoides
epididimarios y la conservacion in Vitro en co-cultivos con células oviductales, parecen
factibles de ser utilizadas en una serie de especies en el futuro cercano. Esto proveera de una
primera etapa de gran importancia, para el desarrollo de reproduccion asistida en especies

exoticas y amenazadas, permitiendo el movimiento de gametos entre los paises (114).
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Discusion

En base a los antecedentes descritos sobre la estacion reproductiva, se observa que las
condiciones climaticas menos extremas y nutricionales mas equilibradas, permitirian que la
estacion sexual fuese menos evidente, con la aparicion de estaciones reproductivas a lo largo
del afio. Sin embargo esto no sucede en grandes ungulados, donde la estacion permanece, lo
cual se encuentra también asociado a un mayor largo de gestacion. Cabe destacar que algunas
especies de ungulados, especialmente los que presentan largos periodos de gestacion, son
capaces de reiniciar su actividad reproductiva bajo el régimen de lactancia, permitiendo de

esta manera acortar su lapso interparto.

En el caso de las metodologias de estudio descritas, la determinacion de metabolitos
esteroidales, mediante el analisis de fecas provee de un método alternativo para la evaluacion
de los estados reproductivos de animales no habituados al proceso de muestreo, sumado a un
mayor grado de certeza en su obtencion en comparacion con las muestras urinarias (81). En
grandes ungulados adicionalmente, la determinaciéon de metabolitos de progesterona fecales
permiten el diagnodstico de gestacion, en forma mas temprana que el analisis de pregnandiol

urinarias (39).

De esta manera en base a los antecedentes, se describe que los metabolitos de progesterona
son indicadores que reflejan la actividad luteal y placentaria a través de la funcionalidad del
metabolismo de esteroides (39). Esto junto a la certeza en la toma de muestra en comparacion
con las urinarias, permite proyectar el analisis de esteroides fecales como una herramienta para

los estudios reproductivos en ungulados silvestres.

Adicionalmente, durante el periodo de gestacion se ha descrito una nueva técnica de

diagnostico, que podria ser complementaria a la medicidon de esteroides, la cual se basa en la
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medicion de glicoproteinas especificas de gestacion, que tal como las reconocidas en las
especies humana y equina (115). Es asi como se ha revelado que también son producidas por
la placenta de ungulados (116) y se ha denominado como glicoproteina bovina asociada a
gestacion (bovine pregnancy associated glycoproteins bPAGs) (115;116). Esta serie de
glicoproteinas podria ser utilizado como un potencial marcador bioquimico de gestacion en

ungulados (116;117;118;119).

En el caso del ultrasonido, las principales dificultades de diagnostico del tracto reproductivo,
se han asociado a los métodos de sujecion, por lo cual se deberia procurar que las técnicas no
invasivas eviten los factores estresantes asociados a inmovilizacion fisica y quimica (anestesia)

de animales silvestres.

Finalmente los programas de inseminacion artificial, permitirian evitar el riesgo y altos costos
del transporte de animales y optimizar el uso limitado de la infraestructura, permitiendo
simultineamente preservar la diversidad genética en extincion (109). Es por lo cual, se
proyecta que los beneficios de la inseminacion artificial y la transferencia embrionaria y
fecundacion in vitro, representan grandes perpectivas para la preservacion de animales

silvestres (111;113).
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Conclusiones

De esta manera diferentes estudios en condiciones silvestres tanto como en cautiverio, hacen
posible caracterizar la estrategia reproductiva de los ungulados silvestres, la cual presenta un
grado variable de estacionalidad en relacién a la variacion en la disponibilidad de recursos

tanto hidricos como alimenticios.

En forma adicional como parte de esta estrategia se describen gestaciones generalmente unicas
y con un prolongado periodo de gestacion. Sin embargo el grado de avance en el conocimiento
de estos subordenes ha sido parcial y dificil de abordar, principalmente por la naturaleza
silvestre de los animales, lo cual ha determinado el desarrollo de técnicas principalmente no
invasivas, que permitan caracterizar los distintos estados de la fisiologia reproductiva de la
hembra. El periodo de gestacion descrito en ungulados silvestres, en comparacion a otras taxas
presenta una mayor duracion y un menor tamafo de camada, lo cual obedeceria a la estrategia

de aseguramiento en la sobrevida de las crias.

Los métodos descritos para la caracterizacion de la fisiologia reproductiva en ungulados
silvestres, se orientan principalmente a métodos no invasivos, que hacen posible evaluar los
cambios endocrinos asociados al ciclo folicular y gestacion, a través de la determinacion de

los metabolitos urinarios y principalmente fecales.

Sin embargo esta metodologia por si so6lo no es suficiente para caracterizar los cambios
fisiologicos y especialmente morfoldgicos asociados a la gestacion. Es en este punto donde ha
cobrado gran importancia, la utilizacion del ultrasonido como herramienta de diagnostico de
gestacion y caracterizacion de los distintos eventos asociados al manejo reproductivo de la

biologia reproductiva de ungulados silvestres.
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De esta manera el uso y aplicaciones del ultrasonido, pese a que aun es limitado en especies
silvestres, en comparacion con medicina humana y veterinaria, se ha incrementado
especialmente asociado a aplicaciones en planes de manejo reproductivo en cautiverio. Sin
embargo sus principales dificultades se han visto asociadas, a la diversidad y falta de
conocimiento de la fisiologia y morfologia de cada especie silvestre, sumado a necesidades de

adaptacion de las metodologias y equipos usados en las especies domésticas.

Finalmente el desarrollo de biotecnologias asociadas a la reproduccion, como fecundacion in
vitro, transferencia de embriones intra e inter especies, criopreservacion de oocitos y
embriones, sumado a la aplicacién de inseminacion artificial con semen fresco y/o congelado,
con grados de éxito incrementales, permiten proyectar a estas tecnologias como esenciales en
el manejo de especies silvestres en cautiverio, ya sea con fines de conservacion o productivos;
lo cual so6lo sera posible con un mayor conocimiento de los distintos niveles de biologia
reproductiva de cada especie a incluir en un plan de manejo. Sin embargo el desarrollo de las
técnicas de inseminacion artificial no quirdrgica, transferencia embrionaria en especies no
domésticas, requerira el conocimiento anatomico y fisiologico mas alla del que puede proveer
el ultrasonido. Esta técnica, permite una aproximacion basica para la exploracion no invasiva
de la anatomia y fisiologia reproductiva en animales silvestres, constituyendo una herramienta
practica, confiable y precisa, para el monitoreo y manejo del ciclo sexual, inseminacion

artificial, transferencia embrionaria y tratamiento anticonceptivos.
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Tabla N°1

CLASE

Mamifera

Y

SUBCLASE

Eutheria

Y

ORDEN
Artiodactyla

Y

ORDEN
Perissodactyla

A 4

FAMILIA
Antilocapridae: 1 g.1 sps.

\ 4

Bovidae: 47 gs. 123 sps.

A 4

Camelidae: 3 gs. 6 sps.

A 4

Cervidae: 16 gs. 38 sps.

A 4

Giraffidae: 2 gs. 2 sps.

A 4

Hippopotamidae: 2 gs. 2 sps.

Suidae: 5 gs. 13 sps.

Tayassuidae: 2 gs. 3 sps.

\ 4

Tragulidae: 3 gs. 4 sps.

A4

\ 4

Equidae: 1 g. 7 sps.

A 4

Rhinocerotidae: 4 g. 5 sps.

Tapiridae: 1 g. 4 sps.




Tabla N°3

Orden Familia Ciclo sexual Gestacion Metabolitos Ultrasonido
hormonales

Artiodactyla Antilocapridae Si121.12
BOVidae Si18,52,53,55,69,70,73,74 Si54,55,64,65 Si18,64,65,73,74 Si104,109110,,111,112,113
Camelidae Sitg 75 Sizo.75 Sizs Si114.124
Cervidae Si Siso 44 Sis; Si102,105,

10,13,45,48,49,50,51,57

Giraffidae Sizp 37,3057,71,72 Si30,3334,39 Siz1 3537305772 Siy
Hippopotamidae | Siyog Si1zg Si10
Suidae Sing Sig7
Tayassuidae Siyg Sig7
Tragulidae Siins

Perissodactyla | Equidae Sigg Size.68 Sieg
Rhinocerotidae Si3g,79,83,86,88 Si3g6162,80,81,82,83,8588 | O138,39,61,62,79,80,81,82,83,85,.86 | Slga

N° referencia | Tapiridae Siy7 Siy7
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Precursor

Colesterol

17a-OH-Pregnenolona

Dehydroepiandrosterona

Hormona
Progesterona

17a-OH-Progestererona

Androstenediona

19-O-Androstenediona

Oestrona

19-O-Androstenediona

Hormona
17p estradiol

Metabolitos

Fecales y/o urinarios
Pregnandiol

(5B-pregnane-3a,20-diol)

Metabolitos
urinarios
Estrona
Equilina
Equilenina
160 Hydroxyestrona
3-Deoxyequilenina
17a- 17 estradiol
170 Dihydroequilina
17B Dihydroequilina
Estriol
16-epiestriol
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