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RESUMEN

La presente tesis tiene por objetivo identificar los niveles de concentracion de
estrogeno (estradiol) en orina en la etapa de estro en ocelote hembra
(Leopardus pardalis) mediante la prueba enzimatica ELISA; ademas, tiene el
objetivo de determinar la degradacién fisica de la orina que se produce con el
tiempo de exposicién al ambiente.

Para el presente estudio se recolectaron 26 muestras de orina de dos hembras
ocelote de 5 y 9 afios respectivamente. Las muestras de orina fueron
recolectadas en la etapa de estro y durante la dltima semana de gestacién de
una de las hembras. Las muestras fueron debidamente filtradas y etiquetadas.
Un pequeiio porcentaje de cada muestra se destind para comprobar la
degradacion fisica y el restante para su congelacion a -20 grados centigrados y
posterior identificacién de concentracién de estradiol.

El 178 estradiol fue determinado mediante inmunoensayo utilizando un
anticuerpo creado, especificamente, para medir estradiol; y sus metabolitos en
orina, se midid cuantitativamente, el estradiol presente en las muestras; la
intensidad del color generado se detectd a través de un lector manual de
placas de Micro-ELISA capaz de medir 450 nm de longitud de onda.

La concentracion de estradiol en orina en hembra ocelote en etapa de estro fue
de (93,51 + 1.14 pg/ml) (p < 0.05) y la concentracion en etapa de gestacion fue
de (131.3 £ 1.14 pg/ml) (p < 0.05). Se llegd a la conclusién que las hembras en
gestacion producen niveles altos de estradiol una semana antes del nacimiento
de las crias; asi también que el apareamiento entre los dos felinos puede
ocurrir un dia después del pico de estradiol en la etapa de estro.

La degradacién fisica de orina fue determinada a través de tres examenes
diagnésticos (uroanalisis, urocultivo y tiras reactivas). Se documenté el proceso
de cuatro muestras de orina para observar los cambios fisicos que se dan con
su exposicion a factores ambientales; 2 muestras de orina se colocaron en
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reposo en un lugar abierto con luz solar, a una muestra se la ubico sin luz solar
y a ofra muestra se la mantuvo en refrigeracion. Mediante tiras reactivas de
orina se monitored sus cambios en intervalos de una hora y a la orina
refrigerada en intervalos de 12 horas y asi llegar a medir su degradacion. Se
calculé urobilinégeno, pH y nitritos, ya que los tres valores determinan la
degradacioén en el orina ya sea por bacterias o por pigmentacién excesiva.

En cuestion de varias horas la urobilina cambié a un pigmento de color marrén,
evidenciandose que su proceso de degradacion estaba iniciando, de ahi la
importancia del cuidado en la conservacion de las muestras.

Los valores de Urobilinégeno en orina variaron de 1 a 3 mg/dl; y dieron positivo
en nitritos y el pH promedio de las muestras fue de 8. Se concluyé que las
muestras de orina se degradan de 10 a 15 horas al ambiente. Ademas, que la
exposicién a la luz solar, el aire y la contaminacion externa aceleran el proceso
de degradacion. Se recomienda no excederse mas de 8 horas en su
reccleccion para que esta orina pueda ser utilizada en examenes de medicién
de estradiol.
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ABSTRACT

This thesis aims to identify the concentration levels of estrogen (estradiol) in the
stage of estrus of the urine of a female ocelot (Leopardus pardalis) through
enzymatic Elisa test. This work also intends to determine the physical
degradation of urine as a result of environmental exposure.

To carry out this research, it was necessary to collect 26 urine samples of two
female ocelots, which were 5 and 9 years old. The urine samples were collected
at the stage of estrus, and the last week of gestation. The samples were filtered
and labeled appropriately for subsequent division of physical degradation and
they were frozen at -20 degrees Celsius.

The 17B estradiol was determined through immunoassay by using an antibody,
raised specifically to measure estradiol and its metabolites in urine, which
measured estradiol present in the sample quantitatively. The intensity of the
color generated was detected by a micro plate reader capable of measuring titer
of 450 nm wave length.

The concentration of estradiol in urine female ocelot in estrus stage reaches
values (93.51 = 1.14 pg / ml) (p <0.05) and concentration in gestation is (131.3
+ 1.14 pg / ml) (p <0.05). It is concluded that pregnant female ocelots give off
significantly higher levels of estradiol peaking 5 days before the birth of its
offspring.

Physical degradation of urine was determined through analysis of urine
(urinalysis, urine culture and test strips). Four samples were process
documented. Their changes were observed, 2 samples of urine were placed at
rest in an open place with sunlight, one sample was kept in a place without
exposure to sunlight, and the one left was kept in a fridge. The changes in urine
were monitored by using urine dipsticks within certain time. Urobilinogen, pH,



and nitrite was measured hourly, showing the three values degradation in both
urine bacteria and hyperpigmentation.

Within several hours the urobilin changed brown pigment that causes urine to
degrade, hence the importance of care in the preservation of samples.

The urine Urobilinogen values ranged from 1 to 3 mg/dl, the urine were positive
in nitrite and the average pH of the samples was 8. It was concluded that the
urine samples were degraded within 10 to 15 hours at environment temperature
and sunlight, so it is recommendable not to exceed 8 hours in their collection
and subsequent freezing, by this way urine can be used in tests measuring
estradiol.
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INTRODUCCION

El desarrollo de esta tesis surge con el fin de investigar y obtener la
concentracion de estrégeno (estradiol) en el periodo de estro en orina en
hembra ocelote mediante la prueba enzimatica ELISA, asi como la degradacién
fisica de la orina con el fin de llegar a evidenciar los cambios influenciados por
factores ambientales.

Se han realizado investigaciones sobre estrébgenos de hembra ocelote a lo
largo de América, en Brasil se han dado la mayor cantidad de estudios. En el
estro la sintesis y concentracion sérica de estrégenos alcanza sus picos mas
altos. En investigaciones realizadas en orina se llegaron a valores de 4.94 a
151.00 pg/ml (Rodrigues y Barnabe, 2010, p.11). De igual manera, en otros
estudios con ocelotes se llegd a niveles de (131.6 t 4.5ng/g) en muestras
fecales. La duraciéon promedio de esta etapa es de 6 a 10 dias (Morais et al.,
1996, p. 4). Ademas en hembras ocelote las muestras de suero, en el estro se
caracterizaron por concentraciones de estradiol, las cuales fueron de 59.84 a
307.77 pg/ml y la duracién del ciclo estral fue de 18,4 + 1,6 dias (Tebet, 1999,
p. 102).

A partir de muestras de orina recolectadas de manera no invasiva se utilizé un
inmunoensayo de la empresa Arbor Assays que calcula 17R3-Estradiol, fue el kit
mas idéneo por su facil elaboracién y por ser multi especies, probado en orina
de otros felinos como linces y jaguares (Arbor Assays, 2011, p.1). Se elaboré el
kit estradiol y se obtuvieron niveles de concentracidon de estrogenos de
hembras ocelote en etapa de estro y en gestacién. La concentracion de
estradiol en orina de hembra ocelote en etapa de estro llegdé a valores de
(93,51 £ 1.14 pg/ml} (p < 0.05) y la concentracién en etapa de gestacién a
valores de (131.3 = 1.14 pg/ml) (p < 0.05). Se debe conocer que la
concentracion de estrégenos en orina es un poco mas baja que en heces y
suero (Brown, 2006, p.327).

Ademas, con las especies en cautiverio se pudo relacionar su comportamiento
en la etapa de estro, con lo establecido en la literatura (vocalizaciones, lordosis,
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cola levantada} lo que permitié obtener una mayor precisién en la cuantificacion
de las concentraciones hormonales (estradiol} cuando se analizé la orina de
estos animales.

Asimismo se establecio como se llega a degradar la orina al estar influenciada
por factores ambientales, con el objetivo de agilizar el proceso de recoleccién
de orina en zoolégicos y centros de rescate donde muchas veces hay que
esperar mucho tiempo para poder colectar las muestras por cuestiones de
manejo de animales y de horarios de apertura. Se utilizaron 3 pruebas
diagnésticas para establecer la degradacién fisica de orina, estas fueron el
uroanalisis, el urocultivo y las tiras reactivas, llegandose a determinar que la
orina se degrada de 10 a 15 horas al ambiente, por la pigmentacién excesiva
de urobilina (1-3 md/dl) la cual sufre oxidacién al entrar en contacto con el
ambiente; asi también por la proliferacién bacteriana proveniente de la
contaminacion externa, que se mide mediante pH alcalino y nitritos positivos en
la tira reactiva de orina.

El estudio de hormonas es la clave para la conservacion de la especies, todo lo
antes investigado, debe desembocar en el uso de técnicas de reproduccién
artificial y de biotecnologia.



1 CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1 Ubicacién geografica y/o urbana

La parroquia San Francisco de Guayllabamba esta ubicada a 25 kilometros de
la ciudad de Quito, en la provincia de Pichincha. Quito Zoo se ubica a 2
kilbmetros de la entrada principal, especificamente, en el barrio los huertos
familiares, con extensién aproximada de 12 hectareas donde se mantiene y
conserva la mayor cantidad de animales salvajes del pais {Quito Zoo, 2014).

La parroquia se encuentra a 1620 msnm, y se distingue por tener un clima
calido seco y agradable durante todo el afio, con una temperatura de 18 a 28
grados centigrados (Aquicito, 2014). La parroquia limita por el norte con el
cantén Pedro Moncayo, al sur con las parroquias del Quinche, Yaruqui y
Tababela, al este con el cantdbn Cayambe y al oeste con el rio Guayllabamba
(Guayllabamba, 2014).

En Quito Zoo existen alrededor de 40 especies, entre ellos felinos como el
ocelote; ademas, oso de anteojos, aves como el condor andino, entre otros. El
zoolbgico se preocupa por implementar programas de educacién comunitaria,
que promueve la relacién entre la comunidad y la naturaleza; ademas
pertenecen a organizaciones que impulsan la preservacion de la biodiversidad
como la ALPZA (Asociacion Latinoamericana de Parques Zooldgicos y
Acuarios) ayudan a mejorar la calidad de vida de animales debido a que la
mayoria se encuentran en peligro de extincion (Quito Zoo, 2014).

1.2 Caracteristicas generales de los ocelotes
1.2.1 El Ocelote

El ocelote posee varios nombres en Ameérica se lo conoce como: tigrillo, tigre
chico, canaguaro, pumillo, hualperro, canunii, gato tigre, onsa en idioma
Guarani, gallerino y manigordo (Morenoc, Kays, Giacalone-Willis, Aliaga-Rossel,
Mares y Bustamante, 2012, p.2).



Tabla 1. Taxonomia del ocelote: Leopardus pardalis (Linnaeus, 1758)

Reino: Animal

Filo: Cordados
Subfilo: Vertebrados
Clase: Mamifero
Orden: Carnivoros
Familia: Félidos
Género: Leopardus
Especie: L. pardalis

Tomado de Sanderson y Watson, 2011, p.2

El género Leopardus es uno de los mas antiguos en el mundo, el cual posee
alrededor de 12 millones de afos de edad (Swanson, Howard, Roth, Brown,
Alvarado, Burton, Stanes, Wildt, 1996, p.87). Se dice que el primer ancestro
felino surgio cerca de los 35 millones de afos atras del cual se originaron las
37 especies de felinos reconocidas en la familia, de las cuales 23 estan
amenazadas y al borde de la extincién (Rosero, Ospina, Nestor, 2011, p.90).

1.3 Subespecies

La palabra viene del francés ocelotl que significa jaguar, su especifico epiteto
viene del latin pardus que significa pantera, y su sufijo latin alis que significa

relativo a (Murray & Gardner, 1997, p.7). Las especies reconocidas son:

» Leopardus pardalis pardalis, Selva Tropical Amazoénica

*» Leopardus pardalis aequatorialis, el norte de los Andes y América Central
*» Leopardus pardalis albescens, este de México y el sur de Texas

* Leopardus pardalis melanurus, Venezuela, Guyana y Trinidad

» Leopardus pardalis mitis, Argentina, Paraguay {muy rara subespecie)

* Leopardus pardalis nelsoni, suroeste de México

* Leopardus pardalis pseudopardalis, Colombia

« Leopardus pardalis puseaus, Ecuador

* Leopardus pardalis sonoriensis, noroeste de México y el sur de Arizona

* Leopardus pardalis steinbachi, Bolivia (Feline Conservation, 2011, p.2).



1.3.1 Especies con parecido fisico

= Tigrillo (Leopardus tigrinus)

El tigrillo es uno de los felinos con mas nombres existentes en la naturaleza
entre ellos: gato manchado, tigrina, oncilla, gato atigrado, lo que ha llevado a
que los nombres antes mencionados sean también usados para el ocelote y
margay, desembocando en muchos errores para diferenciarlos (Murray y
Gardner, 1997, p.7). Los tigrillos son uno de los felinos salvajes mas pequefos
de América del Sur, llegando a pesar de 1.5 a 3 kilogramos, con apariencia a
los gatos caseros (Anexo 1). Posee caracteristicas comunes a sus parientes
cercanos, pero sin olvidar que el tigrillo es el mas pequefic de sus semejantes.
El tigrillo tiene orejas mas largas, un hocico reducido y ojos color café (Sunquist
y Sunquist, 2002, p.131).

= Margay (Leopardus weidii)

El margay posee los mismos errores en su diferenciaciéon, derivando que en
algunas partes de la Amazonia en América del Sur los nativos se refieran a
ellos como: al ocelote de arbol (Sunquist & Sunquist, 2002, p.131). En el siglo
XVIIl el naturalista Georges Buffon fue el primero en referirse a ellos como
margay. Este nombre se deriva del guarani Mbaracaya que significa gato
salvaje. Su cuerpo y su cola los diferencian, su cuerpo por ser mas pequefio y
su gran cola que puede llegar a medir entre el 70% del largo de su cuerpo
ademas sus ojos son color miel (Rosero et al., 2011, p.103).

1.4 Caracteristicas morfologicas

Los globos oculares son de gran tamafio, la mayoria de felinos son nocturnos y
poseen una membrana reflejante en sus ojos especializada para la caza
llamada tapetum lucidum (Varela, 2009, p.1). Su férmula dentaria es i3/3, c1/1,
p2- 3/2, m1/1, sus caninos son alargados y de punta filosa. Son digitigrados, se
apoyan sobre sus dedos haciendo que sus talones no toquen el suelo,
presentan garras retractiles, ya que dependen de estas para trepar toda clase
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de obstaculos (Anexo 3), para defensa propia y para agarrar a sus presas
(Oliveira, 2010, p.46).

Es el tercer felino mas grande de la regién neo tropical. Pesan de 8 a 10
kilogramos, pero en Texas Estados Unidos de Norteamérica, se encontré un
ejemplar que llego a pesar 20 kilogramos. El ocelote varia desde 72.6 cm a 100
cm de longitud, la longitud de la cola varia de 26 ¢cm a 50 cm y su altura va de
40 a 50 cm (Anexo 4) (Oliveira & Cassaro, 2005, p.80).

El ocelote es un felino con cola anillada negra relativamente pequefa, y actia
como contrapeso cuando el felino se moviliza por los arboles (Sanderson y
Watson, 2011, p.6). También, posee orejas redondeadas, las cuales son
negras por detras y con una mancha blanca llamada ocelo (Anexos 5).
Asimismo, suelen poseer dos rayas negras lineales en las partes laterales de la
cara. El pelaje es corto y pegado a su cuerpo. Las hembras son mas pequeiias
que los machos y sus 0jos son de color café (Rosero et al., 2011, p.91).

El patrén de color de la capa del ocelote varia de crema, anaranjado o marrén
rojizo, en ocasiones, es grisaceo y a veces con rosetas negras (Anexo 6) y el
color de capa varia, incluso, dentro de una poblacién. El cuello y el vientre son
blancos, ocasionalmente, poseen manchas negras, y existen una o dos barras
transversas en la parte interior de las patas traseras (Anexo 7). La mayoria de
ocelotes llegan a su tamaio adulto a los 24 meses de desarrollo (Sunquist y
Sunquist, 2009, p.145).

y AR
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Figura 1, Revision taxondémica de género, Patrones de marca de pelajes en felinos.
Tomade de Leopardus Gray, 1842, p.19

(A) pintas, (B) rosetas, (C) rayas, (D) bandas pequerias, (E) bandas grandes, (F) uniforme.




1.5 Distribucion y habitat de lo ocalotes

En Ecuador, se lo puede llegar a localizar en la Costa, la Amazonia v en la
Siema en las estribaciones de la Cordillera de los Andes, tanto en la parte
oriental como occidental. Es un felino representativo del Ecuador; sin embargo,
se conoce poco sobre su dispersidn sobre el territorio ecuateriano por la falia
de registros de investigacion y de confirmacién de datos (Tirira, 2011, p.267).

1 T
‘l d,t-:«py,/:,b

Figura 2, Distribuclén geogréfica del ocalota.

Tomade de U.S Fish / Wildilife Service, 2010,

Posee una gran distribucién a lo largo de toda América. Actualmente se
extiende desde el sur de Texas y la parte costera baja de México al igual que la
de Costa Rica y continda a fravés de América Ceniral hasta llegar a
Sudamérica en Ecuador, Perd y Paraguay (Wozencraft, 2005, p.540).

Se han reportaron avistamientos de ocelotes en estribaciones del volcan
Pichincha, a 3800 msnm (Lonnberg, 1913, p.25). Su presencia en tierras bajas
en la Amazonla es dudosa ya que no existe ningun registro. Los datos de
avistamientos de tigrillos y ocelotes son sobre los 1000 metros en esa regién
del Ecuador, pero es probable que se lo encuentre en bosques secos tropicales
en la Costa ecuatoriana {Qliveira, 2010, p.59). Vive en una amplia gama de
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habitats tropicales y subtropicales, bosque espinoso seco, manglar y la sabana
inundada. Son muy dependientes de arboles y vegetacién para no ser
observados (Anexo 8-9) y en cautiverio regularmente usan fosas de cemento
para descansar en su periodo diurno (Anexo 10) (Rosero et al., 2011, p.92).

1.5.1 Estatus en el medio silvestre

Su situacién actual en el Ecuador, es muy escasa debido a la falta de registros,
datos y de estudios. De la misma manera, las factores ambientales y biolégicos
limitan su presencia y distribucién manteniéndola pobremente comprendida
(Tirira, 2011, p.268). En los ultimos afios han desaparecido del tropico
occidental del pais, ya que la mayoria de la poblacion se encuentra en tropico
oriental (MacDonals y Loveridge, 2010, p.559).

Se encuentran en riesgo, por la pérdida de habitat ocasionada por el ser
humano, principalmente, por la deforestacion, por la caza indiscriminada y
también por la colonizacidon que se esta dando en los ultimos afos en varios
sectores de los bosques de todo tipo. Se calcula que la mayoria de estos
factores explicados afectd el 30% de la poblacién en las dltimas dos décadas,
en las estribaciones de la Cordillera Occidental y la Regién Costa (Swanson et
al., 1996, p.87). El 29% muere porque son atropellados por automéviles al
tratar de cruzar caminos buscando lugares para seguir sobreviviendo (Tewes,
1986, p.128).

Figura 3, Piel de ocelote de venta en Ecuador.

Tomado de Sanderson & Watson, 2011, p.101




1.5.2 Estado de conservacion

Su conservacién es primordial ya que son uno de los principales depredadores.
Se alimentan de roedores y ungulados los que a su vez son depredadores y
dispersores de semillas siendo esta interaccion la principal contribucién para la
diversidad en los bosques tropicales (Moreno et al., 2012, p.2). Al estar al tope
de la cadena alimenticia aumentan la biodiversidad limitando la poblacién de
los organismos mas exitosos, permitiendo que otros organismos combatan con
competidores mas fuertes (Mansard, 1990, p.20).

Los ocelotes son especies focales se caracterizan porque son organismos
utilizados para manejar reservas debido a que sus requerimientos de
sobrevivencia representan elementos claves para mantener condiciones
ecolégicamente sanas. Es una especie sombrilla ya que facilita la preservacion
de otras especies porque sus necesidades ecolégicas abarcan grandes
espacios y contribuye al procedimiento de planeacién de reservas ecoldgicas,
son especies indicadoras ya que son sensibles a los cambios en su habitat e
indicadores de ecosistemas intactos. Ademas son especies emblematicas, son
de gran importancia, ya que llaman la atencién de la gente para lograr un
propésito de preservacién (Anexo 11) (Miller y Rabinowitz, 2002, p.2).

Las especies del género Leopardus entre ellas el ocelote, tigrillo chico y el
margay estan protegidos por la legislacion ecuatoriana, asi lo indica el
Ministerio del Ambiente en el registro No. 679, del 8 de octubre de 2002; y, No.
6, de 23 de enero de 2003; las cuales, detallan la prohibicion por tiempo
indefinido la captura, caceria, comercializacién y transporte de especimenes
vivos, elementos constitutivos y subproductos de la especies (Tirira, 2011,
pp-210-212).

Por otro lado, la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN) en el afio 2008 clasifico6 como especie casi amenazada al ocelote y
vulnerable al tigrillo y margay, es decir, que segun la categorias del libro rojo de
mamiferos del Ecuador 2010 se determina de la siguiente manera: Casi
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amenazada (NT, NEAR THREATENED) sus siglas en inglés y que determina
que:
“‘un taxén es casi amenazado cuando ha sido evaluado pero,
actualmente no satisface los criterios para En peligro Critico, En peligro
o Vuinerable, pero esta préximo a calificar o es probable que califique
para una categoria de amenaza en el futuro proximo™. (UICN, 2014, p.
11)

Del mismo modo, seiala el tipo de amenaza Vulnerable (VU) “un taxén es
vulnerable cuando la mejor evidencia disponible indica que enfrenta un alto
riesgo de extincion en estado silvestre, como queda definido por cualquiera de
los criterios para vulnerable”. Ademas la UICN conformé un grupo de gente
especializada con la misién de llegar a preservar esta especie al igual que a los
demas felinos neo tropicales (Tirira, 2011, p.31).

Extinto en Estado Silvestre (EW) L

Extinto a Nivel Regional® (RE)

Categorias Amenazadas

Riesgo de
Datos adecuados extincion

L Amenazado (EN)

Vulnerable (VU)
Evaluado

I Casl Amenazado (NT)

Adecuado para
Evaluacion Regional

Datos Insuficientes (DD)

Todas J’_aS No Aplicable (NA)
especies
» |

1 No Evaluado (NE)

Flgura 4, Criterios y Categorias de |a Lista Roja de la UICN.

Tomado de UICN, 2014, p. 11.
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La Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies amenazadas de
fauna y flora silvestre (CITES) incluyo dentro del apéndice | al ocelote, tigrillo y
margay, especies del género Leopardus, la informacién sobre la convencién se
fundamenta en la versidbn mas nueva que entré en vigor el 12 de Junio de 2013,
y de la cual Ecuador forma parte; por lo tanto, se compromete a no permitir el
comercio de especimenes de las especies incluidas en los Apéndices |, II, I,
excepto de acuerdo con las disposiciones de la convencion, el apéndice |
explica lo siguiente:

“Incluye a todas las especies en peligro de extincién que son o pueden
ser afectadas por el comercio. Asimismo, el comercio de estas especies
debera estar sujeto a una reglamentacion, particularmente, estricta a fin
de no poner en peligro, aun mayor, su supervivencia y se autorizara
solamente bajo circunstancias excepcionales” (CITES, 2013, p.7).

En el Ecuador existen areas protegidas las cuales ocupan el 20% del territorio
nacional continental e insular, donde se alberga la riqueza biolégica y los
servicios ecosistémicos de los cuales se benefician todos los sectores del pais
para propositos turisticos, y transcienden fronteras por su importancia
ecolégica mundial. El Subsistema Patrimonio de Areas Naturales del Estado
(PANE) es uno de los cuatro subsistemas que en su art 405 promulgado en el
2008 define que el:

“Sistema Nacional de Areas Protegidas garantizara la conservacion de la
biodiversidad y el mantenimiento de las funciones ecolégicas, y su
rectoria y regulacién sera ejercida por el Estado, quien asignara los
recursos econdmicos necesarios para la sostenibilidad financiera del
sistema, y fomentara la participacion de las comunidades, pueblos y
nacionalidades que han habitado ancestralmente las areas protegidas en

su administracién y gestion” (Ministerio del Ambiente, 2014).
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1.6 Comportamiento

Los ocelotes son animales solitarios por su forma de cazar, en la cual asechan
a su presa a corta distancia (Rosero et al., 2011, p.93). El ocelote es el 24%
activo en la mafiana y el 76% en las noches, no obstante, en el medio salvaje
cazan en la noche pero en cautiverio son mas activos durante el dia por
razones de alimentaciéon y manejo lo que hace que descansen por las noches
(Rosamond Girfford Zoo, 2007, p.2).

A pesar de que los ocelotes cazan solos y las hembras crian solas a su
camada sin ayuda del macho, no se comportan de manera asocial {Anexo 12)
(Texas Wildlife, 2010, p.3). Los ocelotes dejan marcas de olor a lo largo de su
territorio. Ambos sexos rocian orina en arbustos, arboles y en otros objetos
dentro de su intervalo de terreno; también dejan sus heces descubiertas y en
lugares prominentes, la continua defecacion en los mismos lugares desemhoca
en la formacién de letrinas (Emmons 1989, pp. 257).

El enriguecimiento ambiental es la practica de un conjunto de técnicas en el
cuidado de animales que se encuentran en cautividad, y consiste en mejorar su
bienestar tanto fisico y psicoldgico, estimulando el desarrollo de sus conductas
e incrementando la utilizacion de espacio de manera positiva y asi reducir los
comportamientos anormales, optimizando su calidad de vida (Murray vy
Gardner, 1997, p.4).

En cautiverio a los ocelotes se les debe proporcionar un entomo complejo,
formado de varios niveles, con vegetacion y plataformas artificiales o naturales,
lleno de escondites donde se sientan seguros de los humanos y de otros
animales. También incorporar objetos en las instalaciones que estimulen el
comportamiento en lo que respecta a la exploracién, ya sea el alimento
escondido en una caja debajo de una pila de paja, al interior de tubos de
plastico, de bolsas o algun hueso de un animal que sea de gran tamaiio,
troncos para que se afilen las ufias los ocelotes, ademas ubicar el alimento en
las alturas para estimular su comportamiento de caza. Con lo que respecta a la
socializacién con un congénere esta debe ser controlada y de forma gradual.
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Es indispensable que los animales estén activos y saludables para que el
estrés no cause problemas en su vida reproductiva (Murray y Gardner, 1997,

p.4).

1.7 Habitos alimenticios

Los habitos alimenticios del ocelote cambian con las estaciones, la mayoria de
sus presas son terrestres y nocturnas, generalmente se alimentan de animales
que pesan menos de un kilogramo como la zarigleya, ratones, ratas, conejos,
aguties, puerco espines, cuyes, pequefios primates, perezosos, feque
centroamericano, venados y hasta pecari de collar (Anexos 13) (Moreno,
Ricardo, Samudio, 2006, p.7).

También se alimentan de murciélagos, aves, peces, culebras, lagartos y de
cangrejos de tierra en época de lluvias (Emmons, 1987, p.273). Ademas cazan
animales domeésticos como cerdos y aves de corral. En cautiverio se alimentan
de carne de pollo, de conejos y una dieta comercial {pellets, croquetas) a base
de came. La carmne debe proceder de una fuente saludable y libre de
enfermedades para los ocelotes. Para satisfacer el requerimiento de energia
los ocelotes necesitan, normalmente, de 600 a 800 gramos de comida por dia
(Phoenix Zoo, 2014, p.1).

1.8 Reproduccién, desarrollo y ciclo de vida

1.8.1 Estacionalidad Reproductiva

En cautiverio el ccelote puede hibridar con otras especies de pequefios felinos
manchados. En la Guayana Francesa se dio la hibridacién de un ocelote y una
puma, llegaron a producir cuatro camadas y las crias siempre salieron con mas
parentesco hacia el ocelote (Swanson et al., 1996, p.87).

La estacionalidad reproductiva entre especies varia por muchos factores. En el
caso de tigres que viven en altas latitudes presentan periodos de partos
especificos entre el verano y el otofic. Las especies que viven en climas
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tropicales muestran periodos de partos en temporadas especificas, pero
también pueden llegar a reproducirse durante todo el afio (Rodrigues y
Barnabe, 2010, p.10).

De la misma manera, la estacionalidad reproductiva de los ocelotes esta
relacionada con el fotoperiodo y la concentracion sérica de melatonina que es
sintetizada y secretada por la glandula pineal. En la oscuridad esta es liberada
y sintetizada (Brown, 2006, p.334).

En paises con las 4 estaciones donde las noches son cortas y no se secreta
mucha cantidad de melatonina se produce como consecuencia GhnHR y LH, lo
que provoca en la hembra el comienzo de un ciclo reproductivo. En periodos de
oscuridad prolongados se daria una mayor secrecién de melatonina y no habria
GnHR. En conclusién, la melatonina llega a regular las funciones de las
gonadas y controla su capacidad reproductiva dependiendo en la temporada en
la que se encuentre (Wildt, Howard, Pelican, Brown y Pukazhenthi, 2009,
p.297).

La mayoria de felinos poseen caracteristicas similares en lo que tiene que ver
con la estacionalidad, y lo que concierne con las especies del género
Leopardus se induce su ovulacion y pueden llegar a tener su ciclo estral
durante todas las temporadas del afio (Morais et al., 1996, p. 4).

Los margays muestran ovulacidn espontanea frecuentemente lo cual los hace
un poco mas aptos para la reproduccién. Los mecanismos de ovulacion,
normalmente, se los relaciona con la convivencia de las especies. Las hembras
que pasan mucho tiempo solas en la selva llegan a necesitar ovocitos viables
por largos periodos de tiempo hasta que puedan encontrar un macho y pueda
darse el apareamiento. La ovulacién inducida es el método mas eficiente en
este caso (Moreira et al., 2001, p.2).
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1.8.2 Desarrollo y ciclo de vida del ocelote

Los machos ocelotes llegan a producir contenido espermatico viable a partir de
los 30 meses de edad, las hembras pueden comenzar la crianza a los 18
meses de edad, pero es mas factible que lo realicen desde los 24 meses
periodo en el cual pueden procrear su primera cria (Rosero et al., 2011, p.92).

La edad reproductiva maxima en estado salvaje es, aproximadamente, de 10
anos. No obstante, en cautiverio aumenta la edad pero el porcentaje de
probabilidad de concepcion baja y no es muy alentador para su preservacion.
Sin embargo, el 71% de machos y el 73% de hembras se reproducen y solo el
63% de esos animales llegan a criar a sus recién nacidos de manera correcta.
Otro porcentaje desalentador es que la probabilidad de concepcion por estro es
de 50% a 60% (Murray y Gardner, 1997, p.3).

En comparacién con otros felinos de tamano similar, los ocelotes tienen,
tipicamente, mas largos intervalos entre nacimientos y pequeiias camadas
(Tewes, 1986, p.128). En cautiverio, las hembras pueden dar a luz a mas de
una camada al afie si los recién nacidos mueren 0 son removidos después de
10 a 20 dias y estarian listas para otro ciclo, pero en estado silvestre es mas
probable que exista un intervalo de dos afios entre camadas. Las hembras en
cautiverio entran en celo varias veces al afio es decir un ciclo de reproduccion
poliéstrico (varias etapas de celo) y el estro llega a durar entre 7 a 10 dias
(Sunquist y Sunquist, 2002, p.123).

El ocelote posee un numero de vocalizaciones simpaticas a corta distancia,
incluyendo un largo y sostenido aullido mientras se aparea (Sunquist y
Sunquist, 2002, p. 123).

El apareamiento en animales se da al anochecer o temprano en la mafana de
1 a 5 veces en el trascurso del dia (Ceballos et al., 2010, p.289). El ciclo estral
ocurre cada cuatro o seis meses en estado salvaje. La cria puede llegar a
nacer en cualquier época del afno, el periodo de gestacion dura entre 79 y 82
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dias y las hembras, algunas veces, paren tres crias. Han existido casos de
camadas de cuatro gatitos (Feline Conservation, 2011, p.3).

Existen registros sobre el comportamiento al momento de aparearse en donde
se observa que los felinos cambian su conducta al momento que la hembra
entra al estro. La hembra emite vocalizaciones, y el macho olfatea su zona ano
genital y sigue el rastro de la orina. Es importante conocer que la etapa de
estro se caracteriza por el aumento del marcaje de olor de parte de los dos
animales, y por la reduccién de ingesta de alimentos. Si existiese alguna
irregularidad en el proceso de concepcion, la hembra volveria a llamar al
macho después de 5 dias (Mansard, 1990, p.18).

En vida silvestre, se da el nacimiento en una guarida o en un matorral muy
denso (preferiblemente espinoso) de hierba, 0 en una impenetrable marafia de
ramas o arboles caidos (Anexos 14). En cautiverio la hembra estad en su
guarida artificial y tiene una falta de apetito notoria (Animal Foundation, 2013.

p.3).

En cautiverio, se conoce que los ocelotes llegan a vivir hasta 27 afos. La
longevidad en la naturaleza es menor. Si las hembras paren su primera
camada a los dos afnos y medio, y después de eso tienen una cria cada dos
afios hasta que lleguen a tener doce afios de edad, el rendimiento de la vida
reproductiva puede llegar a ser de cinco crias (Rosero et al., 2011, p.92).

Tabla 2. Parametros reproductivos de los felinos neotropicales.

Pardmels rmpeiuchios de fos pegusfios Belinos nebocicles

Especis Estro (dis) Tioh dias] Gestacion (das)
H. yageaienl Z4alE K1 Zatbh frals
i partls §a83 FR N E FEass
L.fpne Sak L Fatis EES L
L. wedeilil &34l 32 adE TEabd
O ek S dalos Smy ks aiaih
0 geoliny fal i RN
{3 qgna Sin datos Sin dabos i2ail
O prabia S ks Sm dabos #iall

Tomado de Varela, 2009, p.2.
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1.8.3 Ciclo Estral

El ciclo estral de los felinos se divide en proestro, estro, interestro, diestro y
anestro. El proestro es el periodo del ciclo que puede pasar inadvertido por su
corta duracion (1 a 2 dias). Es el momento de sintesis y secrecion de
estrogenos y preparacion para el apareamiento. La etapa de estro es muy
importante ya que es la 6ptima para que la hembra acepte el servicio por parte
del macho. Por este motivo es necesario que la hembra posea una salud
estable para que no se afecte su fertilidad. Ademas esta etapa esta relacionada
estrechamente con el fotoperiodo, la altitud y la disponibilidad de comida
(Feldman y Nelson, 2000, p.815).

En el estro, la sintesis y concentracion sérica de 17R-Estradiol alcanza su pico
mas alto, pueden llegar de 40 a 140 pg/ml. En estudios realizados con ocelotes
se llegd a niveles de (131.6 £ 4.5ng/g) en heces y también a valores de 4.94 a
151.00 pg/ml en orina (Morais et al., 1996, p. 4). La duracién promedio de esta
etapa es de 6 a 10 dias (Rosero et al., 2011, p.92).

El intervalo de tiempo oscila entre 4 a 10 dias debido a las altos niveles de
estrogeno plasmatico en la felina (Sunquist y Sunquist, 2002, p.25). Esta
cambia su comportamiento aumentando sus vocalizaciones, refriega su cuerpo
contra las paredes, presenta lordosis (curvatura fisioldgica en la region cervical
o lumbar), conserva su cola levantada para facilitar la cépula, al quinto dia del
estro los signos de comportamiento son mas fuertes (Brown, 2006, p. 329).

En la etapa del estro se da un cambio en el epitelio vaginal produciéndose la
cornificacion del mismo, es decir un engrosamiento del epitelio, presentando en
la citologia, células superficiales nucleadas y anucleadas como se da en la gata
doméstica. Algunas hembras pueden tener edematizaciéon vulvar y secrecién
vaginal (Stornelli, 2007, p.2). En la mayoria de felinos neotropicales la
ovulacién se llega a dar por el estimulo del macho durante el servicio, ya que
las hembras no suelen estar acompafiadas de machos, y no seria muy
conveniente que la hembra posea ovulacion espontanea (Varela, 2009, p.2).
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Si existe la ausencia del apareamiento o de la ovulacion espontanea se da la
fase llamada interestro, la cual se define como la etapa que le sigue a un estro
y precede al siguiente estro. Su duracion va de 8 a 11 dias. El diestro es la fase
donde existe un cuerpo Iliteo funcional resultando en la secrecion de
progesterona. La vida media de los cuerpos ldteos es de 25 a 35 dias, y si no
existe fertilizacion se produce la llamada pseudogestacion o embarazo
psicolégico. A esta fase le precede un periodo de interestro. El anestro es la
fase caracterizada por la ausencia de ciclo estral, y ocurre cuando existe una
disminucién de horas de luz. El anestro felino esta identificado por lo niveles
basales de progesterona y estrégenos (Feldman y Nelson, 2000, p.815).

maduracion oocito

24-48 horas
ovocitacion
24-96 horas
agresividad no acepta copula acepta copula agresividad
atraccion del macho no atraceion
- tumefaccién vulvar a

Estro
58 dias

Figura 5, Cambios fisicos producidos en el ciclo estral.

[I'omado de Mundo animalia, 2008

En la parte fisiolégica, durante la cépula, aumentan las sefiales hacia el
hipotdlamo dando como resultado la liberacion de GnRH, y la de LH
consecuentemente. Es asi que, la ovulacion se relaciona con el namero e
intervalo de cOpulas, mientras mas se den sera mejor ya que aumentan la
probabilidad de ovulacién {(Brown, 2006, p. 329). La onda éptima de LH se da
en un periodo de cépula de entre 2 a 4 horas, ademas el pico de estrégenos
puede llegar a darse de 1 a 3 dias antes del pico de LH (cépula). El 35% de
hembras felinas pueden llegar a demostrar ovulacién espontanea, pero solo se
da en ambientes donde machos y hembras viven continuamente, no
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necesariamente debe existir contacto fisico ya que se atribuye este efecto a las
feromonas (Stornelli, 2007, p.3).

Periodo fértil

Periodo
fertilizacion

Ovocitacion

Maduracion
oocito

Estrogenos
LH

e
Receptividad
| |
9 8 7 6 5 4 3 2 1012 3 4656789
Dias al pico de LH

Progesterona

Figura 6, Cambios hormonales en perros, en felinos duracién del proestro 1 a 2 dias.

Tomado de munde animalia, 2008

1.8.4 17R-Estradiol

Las hormonas son la esencia de la reproduccion, por lo tanto la compresion de
los factores que influencian la funcién endécrina es clave para maximizar el
éxito reproductivo. Los primeros estudios comenzaron en la década de los
setenta en gatos domeésticos fundamentandose en patrones hormmonales,
examenes de sangre para analizar esteroides ovaricos y la duracién del ciclo
reproductivo (Brown, 2006, p.329).

El estudio de hormonas por medio de orina, ademéas de ser un método no
invasivo nos permite tener una muestra precisa que no cambia con las
fluctuaciones de tiempo como lo hacen las muestras en suero o saliva. La
medicion hormonal en orina estd muy bien establecida en literatura médica ya
sea humana o animal. Evaluaciones de disminucion de metabolitos de
estrégenos urinarios también han sido de gran importancia en la deteccion de
patologias. El mejor método para medir el balance hormonal en hembras es en
la orina (Brown, 2006, p.331).
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Es el mas importante de los estrégenos naturales y ademas el mas secretado
naturalmente, el estradiol también llamade C18H2402 asi como E2 es un
regulador clave de crecimiento, diferenciacién y de funcién en una amplia gama
de tejidos, en los cuales se incluye el tacto reproductivo de hembras, glandulas
mamarias, cerebro, y sistemas cardiovascular y esquelético como en el
desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias. Las investigaciones en
torno al estradiol se han centrado predominantemente en problemas
reproductivos tales como infertilidad y ovulacién (Brown, 2006, p.333).

El efecto bioldgico, predominante del E2 esta mediado a través de dos distintos
receptores intracelulares: ERa y ERB cada uno esta codificado por genes
unicos y procesan el dominio funcional de las caracteristicas de una hormona
esteroide/tircide. ERa es la forma predominante la cual se expresa en utero,
cérvix y vagina. La ERR demuestra un mas limitado patrén y es principalmente
expresado en el ovario, prostata, testiculos, vaso, pulmones, hipotalamo y el
timo (Arbor Assays, 2011, p.3).

En hembras no prefiadas el 17R-Estradiol se produce en el ovario y en cuerpo
liteo en respuesta al estimulo de la hormona FSH (Foliculo estimulante). La
medicion del estradiol durante el ciclo de ovulacion es de mucha importancia en
la evaluacién de la funcién de los ovarios, ya que estos reflejan la madurez
folicular. Los niveles de estradiol son valiosos para evaluar si existen causas de
infertilidad en las hembras, su desarrollo sexual, comportamiento sexual en el
estro, o la determinacion de niveles bajos que nos darian alguna alteracion en
el ciclo estral; ademas, para el monitoreo de incremento exponencial durante
ciclos normales o en ciclos estimulados durante una superovulacion
(produccién de un nimero mayor de ovocitos mediante la administracion de
gonadotropinas) antes de realizar una fertilizacién in vitro, ya que una
concentracion muy alta de estrégenos afectarian el procedimiento. El gato
leopardo y el ocelote son los felinos que poseen los niveles mas altos de
estradiol (Stornelli, 2007, p.6).

El estradiol también influye en el crecimiento de hueso, desarrollo y maduracion
del cerebro, y de consumo de alimento. También es conocido por mantener
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funciones de 6rganos durante un trauma severo. El estradiol es conjugado en
el higado a sulfato y también a derivados glucorénicos para posteriormente ser
excretado. La desactivacién incluye la conversién a estrona y estriol que son
estrégenos menos activos (Arbor Assays, 2011, p.3).

El 17B-estradiol es excretado en su forma original y como conjugado. El
estradiol total y estradiol conjugado son efectivos para monitorear dinamicas
moleculares mediante un inmunoensayo. Por lo que, la actividad luteal es mejor
que sea definida usando un grupo especifico de antisuero que tenga reaccion
cruzada con metabolitos de embarazo libres y conjugados (Brown, 2006,
p.330).

1.8.5 Estudios de hormonas

Uno de los primeros estudios que se realizaron fueron en los zoolégicos de
Brasil con L. pardalis, L. tigrina, L. wiedii. La funcién ovarica se monitoreo por
medio de hormonas fecales, los cuales mostraron altos niveles de estradiol en
el ocelote (131.6 1 4.5ng/q); concentraciones medias en los margays (101.7
3.7 ng/g); y bajas concentraciones en el tigrillo (59.0 £ 2.0 ng/g) {p < 0.05).
Segun los resultados basados en los picos de estradiol, las tres especies tienen
ciclo estral similar (margay: 19.5 £ 2.1 dias; ocelote: 16.5 + 1.5 dias; tigrillo:
15.8 £ 1.5 dias) pero los ocelotes mostraron un incremento de los niveles de
concentracion del estradiol fecal durante la primavera y el verano; los margays
un incremento durante el otofio y el invierno; y los tigrillos durante el invierno y
el verano (Morais et al., 1996, p.3).

En 1999 se estudid el ciclo estral en ocelotes por medio de analisis hormonal
en suero. En la investigacién los animales mostraron picos de estradiol y asi se
confirmé que la especie es poliéstrica, siendo similar a sus parientes los gatos
domésticos, tigres y guepardos. En ocelotes las muestras de suero, en el estro
se caracterizaron por concentraciones de estradiol las cuales fueron de 59.84 a
307.77 pg/ml. Después de la estimulacién con eCG/hCG, la concentraciéon de
estradiol fue de 1159 a 513.6 pg/ml (Tebet, 1999, p. 102). Ademas, en
hembras que no ovulan o con ovulacién sin fecundacién, las concentraciones
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séricas de progesterona aumentaron y la inhibicion del estro fue observada,
muy similar a la pseudogestacion de gatas domésticas y de leopardos
(Rodrigues y Barnabe, 2010, p.11).

Se realizé otro estudio en animales en cautiverio de patrones reproductivos
enddcrinos de ocelote (Leopardus pardalis, n = 2), tigrillas (Leopardus tigrinus,
n = 2) y margays (Leopardus wiedii, n = 2). Las hembras se mantuvieron
separadas y expuestas a las fluctuaciones naturales de fotoperiodo. Los
cambios ciclicos en los esteroides ovaricos fueron controlados mediante el
analisis de metabolitos de estrégeno en muestras fecales (Moreira et al., 2001,

p.3).

Los intervalos entre picos de estrégenos fecales dieron que la duracién del
ciclo estral sea de 18,4 t 1,6 dias para los ocelotes (rango, 7-31 dias, n = 75
ciclos), 16,7 + 1,3 dias para las tigrillas (rango, 11-27 dias, n = 23 ciclos) y 17,6
+ 1,5 dias para los margays (rango, 11-25 dias, n = 32 ciclos). Las
observaciones laparoscépicas de ovarios confirmaron que ocelotes y tigrillos
ovulan con induccién. Los margays tienen una ovulacién espontanea con fase
luteal sin crias. En ocelotes, los cambios ciclicos en la excrecion de estrégenos
se observaron durante cada mes del afio, sin embargo, sélo una hembra ciclo
de forma continua (Moreira et al., 2001, p.7).

En las otras dos tigrillas, se pudo observar periodos aciclicos de varios meses
de duracion. Estos datos demuestran similitudes entre las tres especies de
felinos de los géneros Leopardus, incluidas las pruebas que demuestran que
son poliéstricas pero experimentan periodos inexplicables de inactividad
ovarica (Brown, 2006, p. 330).

Ademas existe un estudio de medicién de estradiol en orina de linces ibéricos
en Huelva Espafa, en el cual se monitorearon 4 hembras donde se
determinaron metabolitos de estradiol en orina. Los picos mas altos fueron de
15 a 35 pg/ml durante la Ultima semana de gestaciéon de una de las felinas, en
una hembra que no acepto al macho no existieron cambios durante la fase
reproductiva y no reproductiva en lo que corresponde a estradiol. Se concluyé
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que la fase litea en el lince ibérico puede ser monitoreada con estrogenos
urinarios (Jewgenow et al., 2009, p.5).

1.8.6 Biotecnologia reproductiva

La idea de conservacién en especies silvestres es mucho mas compleja. Para
especies ex situ es decir especies en condiciones artificiales fuera de su habitat
natural, el principal objetivo es tener crias que sean genotipicamente
adecuadas para conservar la integridad de la poblacién fuerte y saludable. E|
problema se suscita en que a veces las dos especies que deben emparejar son
incompatibles en muchos aspectos y no se llega a dar su apareamiento. Por
esta razén es importante tener un individuo valioso y conservar sus genes para
luego afiadirlos a la poblacion o para posteriores investigaciones y toma de
contenido espermatico. Es importante mezclar individuos de centros de cria
con individuos salvajes para que se dé una conservacion de especies (Wildt et
al., 2009, p.310).

De las técnicas de reproduccion asistida, la inseminacién artificial es la mas
utilizada y la que mas ha dado frutos. A lo largo de las investigaciones, 8
especies de felinos han concebido crias mediante este método, entre ellas el
ocelote para mejorar la produccion de crias ex situ (Wildt et al., 2009, p.298). EI
estudio realizado reporté una inseminacién artificial en ocelotes vy tigrillos, la
cual consistié6 en una terapia de eCG/hCG usando semen congelado. Se
realizé esta técnica en 10 hembras sin embargo solo una resulté prefiada
(Swanson et al., 1996, p.87).

La Asociacion Mundial de Zoologicos y Acuarios-WAZA indica que el uso de las
técnicas de reproduccion artificial y de biotecnologia de crio-preservacion
puede ayudar a la conservacidon de especies, ya que la crio-preservacion de
gametos y embriones, al igual que los bancos de germoplasma, pueden ser
usados para programas de conservacion y de fuentes genéticas para
poblaciones in situ en reservas y en parques naturales y en poblaciones ex situ
(WAZA, 2005, pp.33-34).
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En lo que respecta a biotecnologia reproductiva la terapia hormonal para la
ovulacién o sdper ovulacién utilizada en gatos domésticos puede ser utilizada
en felinos salvajes. La terapia incluye la administraciébn de gonadotropina
coriénica humana, para inducir la ovulacién y gonadotropina coriénica equina o
de hormona foliculo estimulante porcina para estimular el desarrollo folicular
ovarico, seguido de gonadotropina coriénica humana u hormona luteinizante
porcina para inducir la maduracion final del ovocito y de la ovulacion.
Evaluando la respuesta ovarica folicular por medio de laparoscopia y de
formacion de anticuerpo por ELISA también se evallia la respuesta a las
hormonas reproductivas (estradiol y progesterona} por medio de inmunoensayo
(Rodriguez y Barnabe, 2010, p. 65).

El protocolo de super ovulacion significd ser la primera investigacion de
valoracion de caracter ovarico, inmunolégico y hormonal en gatos no
domésticos (L. pardalis, L. tigrinus) tratados con régimen de gonadotropina
exogena. Estos hallazgos son potencialmente importantes para los esfuerzos
actuales de desarrollar y llevar a la practica las tecnologias de reproduccion
asistidas para la preservacién de poblaciones felinas en peligro de extincién.
En el estudio la concentracién de estradiol en orina fue de 4.94 a 151.00 pg/ml
en ocelotes y de 0.15 a 37.22 pg/ml en tigrillas, la concentracién aumentd casi
200 pg/ml mas después del régimen de gonadotropina en la hembra ocelote y
50 pg/ml en la hembra tigrillo (Rodriguez y Barnabe, 2010, p.73).

En una de las hembras que participd en el estudio las hormonas no afectaron
su gestacion debido a que los ocelotes son altamente tolerantes a tratamientos
hormonales exégenos, pero necesitan una gran dosis para generar foliculos. La
serie de hallazgos indican que estas especies de felinos pueden ser manejadas
con un intensivo régimen de gonadotropinas exégenas para poder ser asistidos
en procedimientos de reproduccién sin comprometer su funcién ovarica
(Rodriguez y Barnabe, 2010, p.75).
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1.8.7 Métodos para la recoleccion de orina en ocelotes

El primer método para la obtencion de orina estéril en un felino es a través de
cistocentesis la que consiste en la extraccion estéril de una muestra de orina,
por puncién en la vejiga con una aguja. El segundo es la “miccion libre”, en la
que la orina se acumula en un contenedor estéril o limpio cuando sale del
organismo. El tercero consiste en recoger la orina de un contenedor o de una
superficie después de que haya sido excretada. La obtencién de orina
mediante miccién libre o por el tercer método causa menos estrés y dolor hacia
el animal que la cistocentesis. Para fines cualitativos, como medir pH y otros
metabolitos como la glucosa, proteinas, hormonas entre otros, puede ser mejor
recoger la orina mediante el método de la “miccién libre” (Biji et al., 2004, p.
347).

La técnica mediante cistocentesis puede practicarse en especies pequefias y
seria muy recomendada para realizarla en el ocelote. La cistocentesis ha sido
de gran importancia, siendo utilizada por mas de 80 afos, como instrumento
tanto diagnéstico como terapéutico. Existen muchos problemas con Ila
recoleccion de muestras de orina mediante cateterizacion y miccion libre ya sea
por el comportamiento de animales salvajes o por la falta de asepsia, el
diagnéstico mediante cistocentesis elude estos inconvenientes en pacientes
felinos con enfermedades no obstructivas del tracto urinario inferior (Biji et al.,
2004, p. 347).

El método mas facil para el paciente ocelote hembra, es el de recoger la orina
libremente de un contenedor. De esta manera, un recipiente limpio es ubicado
debajo de un recipiente plastico como lavacara con agujeros para que se
pueda recoger la orina mediante una jeringa. La orina que pasa a través del
tracto urogenital, puede contener contaminacién bacteriana, lo cual puede
llegar a afectar la muestra (IDEXX, 2006, p.1).



* Métodos con Jauias

Existen muchos métodos que sirven par obtanar [as muasiras de orina de las
hembrae ocelote. En 1860 se cred un método pana |la recoleccién de orna pero
esia tocnica sa la practica en fellnos enjaulados, por medio de Jaulas de fibra
de vidrio con agujeros an su bage y con un recipienta que por madic de oftres
orificics parmite 18 succidn de orina a través de jeringuilla cuando ol animal
regllza su micckin, Pare reallzar esta técnlca se debe engafiar al animal para
que entm en la jaula sin neceskiad de utllzar métodos famacoldgicos. Esta
técnica funciona an un 82% de los casos (Biji, 2004, p.347).

Un método, muy utllzado, & cual conslste en ublcar colectores de acero
inoxidable (placas) de maners vertical, kes que posesn en su interior canales
laterales con terminacidn en V para llegar a la hase para permilir que |la orina
llegue a un vaso contenador (WAZA, 2011, p.24). La efeciividad de esta téenlca
85 la que ha dado mejores resultades en muchas investigaciones practicadas
en linces an Espafia ya que los felings tenden a mciar su orina para marcar sy
teuritorio an objetos nuavos y brillantas (Jewgenow, Gantz, Vargas, y Dehnhard,
2008, p.2).

Tomada de Jewganow et al., 2008, p.5.
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El primer flujo de orina que sale del organismo por la mafiana, limpia de células
todo el tracto urinario de las hembras y es beneficioso para evaluar procesos
patolégicos en la porcion distal de la vejiga {(uretra, vagina). La orina que se
recolecta por miccién desde una jaula a un piso, mesa, recipiente o plastico son
menos apropiadas debido a la contaminacion ambiental (Biji, 2004, p.347).

Se debe tomar en cuenta los factores de contaminacién en el momento de
interpretacion ya que pueden llegar a ser de gran utilidad. También puede ser
la tUnica opcion para animales salvajes, que viven en zooldgicos y centros de
rescate, donde la recoleccién puede ser un desafio; de igual manera, la
marcacion territorial de forma intermitente puede impedir la recoleccién de
voliumenes adecuados de orina (Biji, 2004, p.347).

La ventaja de la recoleccién de orina de un contendedor radica en que no se
necesita de mecanismo ni de equipamiento especial, y tampoco existe riesgo
de lastimar el tracto urinario al animal, en este caso de la hembra ocelote. No
se gana nada con la obtencion de muestras de orina por otras vias, por ejemplo
cistocentesis o por miccién libre. Si las muestras del urcanalisis son normales,
la obtencién de orina por estas vias nos serviran para la localizacion anatomica
del proceso patolégico en otro tipo de estudios de enfermedades infecciosas
(Chew y DiBartola, 1998, p.11).

Las muestras de orina de animales por medio de recoleccion de un contenedor
deben ser usadas en la evaluacién de hematuria que es sangre en la orina, ya
que las otras técnicas pueden ser las causantes de provocar dicha hematuria y
contaminar las muestras debido al frauma que ocasionan. Se recomienda que
esta técnica sea la utilizada en pequefios felinos (Chew y DiBartola, 1998,

p.11).
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1.8.8 Métodos para el diagnéstico de estradiol y analisis de orina

e Técnica ELISA

La técnica ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas) tiene por
fundamento, la deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una base sélida
por medio de anticuerpos que de manera directa o indirecta producen reaccién
al producto colorido que poseen y el cual puede ser medido mediante un
espectrofotdbmetro (instrumento quimico para medir la longitud de onda).
Gracias a esta técnica se han podido realizar estudios cientificos en bioquimica
y medicina. La deteccion de hormonas en orina puede ser identificada
facilmente con esta técnica (Arbor Assays, 2011, p.3).

e Estradiol EIA kit

El estradiol es idéntico a través de todas |la especie, razon por la cual el kit es
llamado multi especies, la sensibilidad del kit es de 39.4 pg/ml (Anexos 15). El
kit de estradiol DetectX es un inmunoensayo que utiliza un anticuerpo creado
especificamente para medir estradiol y sus metabolitos en orina y en heces. El
kit no se lo utiliza para medir concentraciones de estradiol en suero, plasma o
saliva ya que la concentracion en estas muestras es muy baja para ser medida
sin una concentracion significativa. El kit mide cuantitativamente el estradiol
presente en las muestras reconstituidas. Un estradiol estandar esta
proporcionado para generar una curva estandar para el ensayo, las muestras
son pipeteadas dentro de una placa de microtitulacion recubierta de un
anticuerpo para unirse a anticuerpos de conejo.

Un conjugado de estradiol peroxidasa es afiadido a las pruebas estandar en los
orificios de la placa. La reaccion de unién se inicia con la adicion del anticuerpo
policlonal al estradiol en cada pozo. Después de una incubaciéon de dos horas
la placa se lava y el sustrato es afiadido.
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El sustrato reacciona con la unidn conjugada estradiol-peroxidasa. Después de
una corta incubacion, la reaccion es detenida y la intensidad del color generado
es detectada por un lector de placas de micro titulacion capaz de medir 450 nm
de longitud de onda (Arbor Assays, 2011, p.4).

¢ Urocultivo

Es el cultivo de orina que permite investigar y asi diagnosticar si existe la
presencia de bacterias en la orina con alguna afeccién sintomatica o
asintomatica en el tracto urinario de animales. Se basa por la presencia de un
numero elevado de bacterias (>100.000 bacterias). Los valores normales
deben ser negativos y son un signo de que no existe infeccidn, si el examen es
positivo, significa que microorganismos (bacterias u hongos) se encuentran en
la muestra de orina y el animal puede llegar a tener una infeccién de las vias
urinarias. También puede haber contaminaciéon externa de bacterias que no
causan infecciones y depende mucho del cuidado y asepsia en la recoleccién
de la muestras (Albéitar, 2014).

+ Uroanalisis

Es una prueba sencilla y una herramienta diagnostica que consiste en
examenes realizados sobre |a orina. Se compone de un examen fisico-quimico.
Es necesaria para una evaluacion del sistema urinario, y debe ser incluido para
conocer el estado de salud de cualquier animal. El examen fisico evalua, el
color, el olor, el volumen y la apariencia de la orina. En el examen quimico se
evalua el pH, proteinas, bilirrubina, glucosa, leucocitos, nitritos, urobilinégeno y
sangre, estos parametros sirven para indicar anormalidades fisiologicas y
enfermedades del tracto urinario (Chew y DiBartola, 1998, p.13).

¢ Tira reactiva para orina Uro-dip 10 e
Consisten en tiras de plastico impregnadas con diferentes reactivos que se

introducen en la orina. Realizan la deteccion de los siguientes parametros:
gravedad especifica, glucosa, hemoglobina, proteinas, pH, urobilindgeno,
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nitritos, cetonas, y leucocitos. Las tiras reactivas pueden llegar a ser usadas
para una evaluacién de manera general de la salud o de componentes de la
orina para diagnéstico y monitoreo de patologias o de degradacién de orina, ya
sea de caracter metabdlico, sistémico que afectan la funciéon renal o
enfermedades del tracto urinario bajo (Erbamannheim, 2010, p.1).

La muestra debe ser ubicada en un recipiente nuevo y examinado lo mas antes
posible. Si la prueba posee mucho tiempo a la intemperie, refrigerarla y
después dejar que regresa a temperatura ambiente. Después de haber mojado
la tira, se la retira y se da un tiempo para que reaccione. Todos los datos
adicionales se encuentran incluidos en el envase (Erbamannheim, 2010, p.2).
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2 CAPITULO Il. MARCO METODOLOGICO

Objetivo General.

Identificar los niveles de estrégenos y degradacion fisica de orina de ocelote
hembra (Leopardus pardalis) en cautiverio en el Zoolégico de Quito en
Guayllabamba

Objetivos Especificos.

e Determinar los cambios fisicos de la orina durante el proceso de
degradacion.

» |dentificar la concentracién de estrégenos en orina y determinar el nivel
hormonal en el periodo de estro en ocelotes hembras mediante un kit de
estradiol inmunoensayo.

e Comprobar que el método de recoleccion de un contenedor o superficie
sea factible y que la orina recogida después de estar en contacto con el
ambiente por algunas horas sea viable para llegar a medir
concentraciones de estrégenos
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2.1 Materiales y métodos

2.1.1 Materiales de campo

Los materiales son:

¢ Dos lavacaras rectangulares de plastico con agujeros en su parte media
que desembocan en un recipiente de plastico donde se va almacenar la
orina.

e 20 metros de plastico de polietileno doble transparente de 1.5 metros de
ancho

¢ Dos contendores de acero inoxidable de 30 por 30 cm de ancho

» Guantes de procedimientos estériles

» 40 contendores para analisis de orina estériles de 100ml

* Un cooler para almacenar las muestras.

e 40 jeringuillas de 10 mi

¢ Mascarillas de tela

e Puntas para micropipetas

= Equipos:

» Agitador orbital para microplacas

o Agitador Vortex



33

Micropipetas 20- 200 y 100-1000 ug/m|

Lector manual para placas de micro-ELISA

Cabina de flujo laminar

= Reactivos:

Estradiol Kit EIA

Muestras de orina de ocelote

Agua destilada de 1000 mi

Métodos

Tiras reactivas Uro-dip 10e

Para el presente estudio se eligié el Kit 17R3-Estradiol inmunoensayo
DetectX debido a que utiliza un anticuerpo creado especificamente para
medir estradiol y sus metabolitos en orina y se diferencia de los demas
por ser el de mas facil realizacion y por ser el Unico sefialado como multi
especies, es decir, puede ser realizado en cualquier especie animal.



2.2 Toma de muestras y estado de reproduceidn

Es importante conocer que hay diferentes zoolégicos y centros de rescate en
nuestro pais; sin embargo, no tienen la infraestructura adecuada y no poseen
muchas hembras ocelote. Esto se pudo notar ya que en el Zooldglco de Tanqul
solo vivian 4 machos.

En el Centro de Rescate Yanacocha en la ciudad de Puyo se encontrd dos
hembras de 8 meses de edad que fisioléglcamente no provelan de mucha
ayuda para |a Investigacion; y otra hembra estaba en el Zool6gico de Bafios en
gstado de salud delicado por lo que no se la ulilizd para el estudio.

La institucion con infraestructura més adecuada fue el Zooldgico de Quito. Lo
animales de estudio fueron dos ocelotes hembras (n=2), qulenas convivian con
al ocelote mache. Sa procadid a sacar la autorizacién de investigacion cient(fica
por parte del Ministerio del Ambiente para poder realizar el estudio en las
hembras ocelote {Anexa 16).

En la presente tesis se categorizarcn a lag hembras como repreductoras si han
tenklo crias, o no reproductoras si ne han tenido crias. Se estimd la edad de las
hembras en base a los afios que han estado en cautiverio. La identificacion, su
estado de reproduccién y su edad estimada se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Informacidn general para las hembras ocelotes

Estado de
Edad Peso Kg re e rl_::-lljjl':t;f'l.l'n
Cleo E Ocelote E 5 afos E 15 E Reproductora
' ' ' '
Salomé E Ocelote : 9afos E 10 E Reproductora
L L L] "
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Su habitat artificial es de aproximadamente 200 m? con arboles, arbustos,
vegetacién y guaridas (Anexos 17). Ademas, en la parte posterior existen 8
jaulas en total: 4 en la parte superior y 4 en la parte inferior (Anexos 17). Las
medidas de las jaulas son de 1.20 X 1.20 m y 1.55 de altura. Poseen una
estructura con barrotes en su interior los que son accionados de forma manual
al momento de entrada y salida de los animales a su habitat artificial (Anexos
18).

Estas jaulas de cemento estan conectadas con su habitat artificial, por medio
de pasadizos circulares donde ocasionalmente se esconden. Ademas, existen
puertas de malla metalica para que se pueda acceder a la limpieza y ubicar
alimento y recipientes con agua.

En el habitat artificial las dos hembras tienen contacto directo con el macho y
son mantenidas bajo fotoperiodo natural y a base de una dieta provista de
carne de gallina; minerales y vitaminas; y con una pileta de agua fresca ad
libitum. Los ocelotes son provistos de alimento sin dias de ayuno. Las hembras
son muy fértiles y han parido en el trascurso de este tiempo alrededor de 10
crias saludables. El promedio de crias es dos en cada parto.

Las visitas al zoolégico permitieron conocer el comportamiento de las hembras.
Se sospechd que la hembra Salomé estaba prefiada, dicho presentimiento se
suscitd por su apatia y por su falta de apetito. También se presumia que la
hembra Clec estaba entrando en la etapa de estro por su caracter agresivo
hacia el mache, asi que las muestras obtenidas de las dos hembras son de
gran importancia. EI comportamiento en el estro (por ejemplo, frotarse con
alguna superficie, vocalizaciones, olfatear, y marcaje con orina) y el
apareamiento se observaron con detenimiento y fueron documentados en video
y fotografias.

De la hembra en gestacién se obtuvo sus valores en los dltimos dias de labor y
en el dia del parto especificamente. En el caso de Cleo se obtuvo sus muestras

en los dias de estro y en el dia que contrajo la monta del macho.
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Las muestras de orina para el analisis de estradiol fueron colectadas durante 2
semanas y se obtuvieron 13 muestras de cada ocelote hembra (n=26) como se
puede observar en la Tabla 4. Se consiguieron alrededor de 6 muestras mas
pero no se pudieron utilizar por su alto grado de contaminacién.

Para la toma de muestras se utiliz el kit de estradiol que permitio la obtencién
de 52 muestras, incluidos los duplicados. El costo alto del kit no permitié tener
provisiones para mas examenes. La orina se recogioé del método de recoleccion
por medio de placas de acero inoxidable y por medio de recoleccioén en plastico
de polietileno, ya que fueron las técnicas mas efectivas por la cantidad de orina
la que vari6é de 15 ml a 25 ml diarios por cada hembra. En la jaula se ubicg, en
toda la base, el plastico de polietileno doble capa de 1.50 X 1.50 m y mediante
una jeringuilla de 10 ml se absorbié toda la orina que estaba esparcida por toda
su superficie (Anexos 19).

Ademas, se colocé un colector en cada jaula que consistia en una placa
vertical de acero inoxidable de 15 x 30 cm, con canales a sus lados que
desembocaban en una terminacién en V, de la placa, en donde caia la orina en
un recipiente estéril, alli las hembras marcaban su territorio (Jewgenow et al.,
2009, p.2). De igual manera, se puso con, anterioridad, unas lavacaras con una
estructura especial simulando a la caja de arena de un gato casero pero no se
obtuvo éxito (Anexos 20).
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Tabla 4.

Recoleccion de muestras de orina y volumen de cada una de ellas

1 : Lunes 26 de Mayo 3 5ml ; |
3 i Miércoles28deMayo ¢ 40ml ¢ 17ml

Viemes 30 de Mayo

(9)

o
3
@
3

7 i Domingo1deJunioc i  30ml i 20ml
! Mares3dedunio | S
9 }  (Aoarsanisnio Clec)| | 25 mi E 20 mi

11 : Jueves 5 de Junio . 20 ml E 8 mi
' B T ;
13 E (parto, 2 crias, Salomé) E 10 mi E 20 mi
b =
I —

Las muesiras representadas en el grafico fueron las que se utilizaron para el
analisis de laboratorio, |a letra | significa Inexistents. Se obhuvo resultados
negativos en la recoleccldn, en dias anterlores, por el fracaso en ofras técnicas
utliizadas y debldo a la contaminacién con heces o por particulas de sucledad
en las muesiras porgue a veces las hembras movian el plastico y la crina se
regaba. Todas las muestras fueron filtradas con papel fillro para garantizar su
pureza.



38

Una vez que la orina fue depositada por las hembras, cada una de las
muestras se colocd en un contenedor de plastico para el analisis de orina
dependiendo del tamario de la miccidn. Se realizé la medicion, se etiqueté y se
respaldd mediante registros fotograficos la degradacion a estudiar. Este
procedimiento facilita el transporte al no tener que manipularlos y hay menos
riesgo de alterarlos. Ademas, permite exponer las muestras a las condiciones
climatol6gicas del area de estudio, asi como aislarlas del suelo para evitar el
contacto directo con el estrato y por ello acelerar el proceso de degradacion
fisica y hormonal.

Luego de recolectar la orina estas fueron refrigeradas a 4 grados centigrados,
con fundas de hielo y gel congeladas, hasta ubicarlas en un lugar para su
congelacion a -20 grados centigrados, y después ser llevadas al laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad de la Américas, en dias posteriores, para la
realizacién de los examenes de laboratorio. En temperatura de - 20°C la orina
permanece estable para el analisis hormonal, al menos 3 meses (Jewgenow et
al., 2009, p.2). Todas las mediciones de hormonas se llevaron a cabo en
duplicado para garantizar un mejor promedio en las concentraciones de
estradiol.

2.3 Caracteristicas y analisis del proceso de degradacién fisica

Dentro de los aspectos fisicos de la orina se deben valorar, el volumen, el
aspecto, el color y el olor. La observacion de la orina en un recipiente
trasparente y con luz natural nos permite realizar un diagnéstico presuntivo,
antes de preceder al analisis fisico y quimico (Chew y DiBartola, 1998, p.13).

El volumen puede ser de gran ayuda para definir enfermedades, pero evaluar a
ciertos animales es muy dificil si no estan bajo control, mucho mas si son
animales salvajes. Este parametro es influenciado por condiciones, como el
tamafio del animal, alimentacidn, actividad, temperatura, y disponibilidad de
agua (Chew y DiBartola, 1998, p.14).

El aspecto de la orina puede llegar a ser tragparente y si existe una variacion,
debe ser objeto de estudio, incluso de manera microscépica. Puede haber
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muchas razones responsables de cambios en la orina, ya sean particulas
extrafias, materia fecal, moco; al igual puede llegar a existir una pequefia
cantidad de espuma (Campuzano y Arbelaez, 2007, p.6).

La orina normal posee un color casi ambar como amarillo claro, y depende de
los pigmentos de la orina, como puede ser la bilirubina. Es de gran importancia
aclarar que un color diferente no necesariamente indica enfermedad. En este
caso puede ser por la alimentacién de los felinos (Campuzano y Arbelaez,
2007, p.5).

El olor normal de la orina es caracteristico de cada especie o de género. La
orina felina es de olor fuerte y es muy concentrada por su base de amoniaco,
quizas si su olor es demasiado penetrante podria significar un felino enfermo
por algun tipo de infeccién o por la falta de agua (Campuzano y Arbelaez, 2007,

p.5).

Se realizaron 4 urocultivos, 2 de la hembra Cleo y 2 de la hembra Salomé para
diagnosticar alguna infeccién en el tracto urinario de caracter sintomatico o
asintomatico de las felinas y que posteriormente llegue a ser una variable
importante en el proceso de degradacion fisica. También 6 uroanalisis, 3 de la
hembra Cleo y 3 de la hembra Salomé para verificar si existian componentes
eliminados, producto del metabolismo de la orina. Los 3 uroanalisis de cada
hembra fueron similares sin cambios importantes en el trascurso del tiempo, al
igual que los 4 urocultivos que no mostraron ninguna anomalia.
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El volumen recogido fue de aproximadamente 20 ml por cada hembra. Los
felinos bebian agua normalmente y realizaban su miccion alrededor de su
habitat, en dos arbustos especificos, en unas rocas de la parte trasera y en su
jaula respectivamente. Las muestras de la hembra Cleo y de la hembra Salomé
variaron, fueron de color ambar y rojizo (figura 8).

Los resultados de uroanalisis (Anexos 21) expusieron valores normales en las
dos hembras, los valores a destacar son el aspecto turbio, la lipiduria y la
presencia escasa de bacterias mixtas y de cristales fosfato amorfos.

La lipiduria o el hallazgo de lipidos en la orina se considera normal en felinos
en poca cantidad, su origen puede ser por el alto contenido protético de la orina
por la dieta de las felinas. Los cristales fosfato amorfos no poseen importancia
clinica y quizas se deben a la refrigeracion de la muestra. Las muestras de las
dos hembras poseen células escamosas y transicionales pero a un ndmero
bajo, provienen del epitelio que cubre la vejiga y de la porcidén distal de la
uretra. La apariencia turbia de la orina puede verse afectada por todo lo antes
mencionado. La presencia escasa de bacterias mixtas se debe a la
contaminacién externa de la muestra por el tipo de recoleccidén en recipientes.
De igual manera los resultados de los urocultivos no mostraron desarrollo
bacteriano en el tiempo de incubacién (Medicin ABC, 2012).

El color ambar es normal en la orina y en dias que fueron rojizos, se puede
asociar por el tipo de dieta que reciben, es muy frecuente en felinos pero se
debe llegar a descubrir el origen si persiste. Asimismo, el color rojo en la orina
también puede darse en la etapa de estro y de gestacién (Bowles y Lorenz,
2013, p.2).

La determinacién del olor representa una evidencia diagnostica util si se
percibe un olor diferente en la orina de la felina. La anica forma para evaluar el
olor es a través del olfato, los olores se clasifican en normal, amoniacal,
putrefacto y desagradable. La orina de la felinas no presenté ningdan olor
extrafio, mas bien el caracteristico de un felino, es decir olor fuerte amoniacal
(Medicin ABC, 2012).
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2.3.1 Degradaciodn fisica de la orina

La degradacion es un deterioro o descomposicién considerable de una
sustancia por medios fisicos, quimicos o biolégicos a un estado en el cual
disminuyen sus caracteristicas esenciales debido a la accion de factores que
desembocan en una pérdida de calidad (Definicién ABC, 2014).

En condiciones naturales o artificiales, en lo que respecta al habitat de los
animales, la orina esta sometida a factores ambientales que afectan su
descomposicién. Los factores ambientales se dividen en factores bidticos y
abiéticos. Los factores bidticos son aquellos componentes de un ecosistema
que poseen vida es decir seres vivos que interactian con el entorno. Los
factores abidticos son los distintos componentes que determinan el espacio
fisico en el cual habitan los seres vivos {temperatura, luz, humedad, etc). Es
alta la posibilidad de que la muestra se vea afectada por contaminacién
externa, por insectos, animales, luz solar, temperatura y precipitaciones
pluviales (Emmons 1987, pp. 257).

Los factores ambientales abiéticos que mas influyen en la orina antes de que
sea recolectada son; la luz solar, el agua, el aire, la temperatura y la humedad
ambiental. La luz solar tiene un impacto determinante sobre el clima, genera
calor el cual es acumulado en el ambiente. La orina que se encuentra en el
plastico de polietileno o en el colector de acero, almacena calor, lo cual hace
que se lleve a cabo el procesc de evaporacion y se vaya perdiendo el agua de
la orina. Ademas, la orina se oxida rapidamente al contacto con el aire y se foto
oxida con la luz solar también, haciendo que se pigmente. La lluvia se puede
mesclar con la orina diluyéndola y contaminandola.

Los factores biéticos que la contaminan son; los insectos, la hembra ocelote al
movilizarse dentro de su jaula y los microrganismos externos que la afectan.
Las altas temperaturas, la alta humedad originada por la evaporacion hacen de
Guayllabamba un sitio con un clima caluroso. Es un lugar donde los factores
ambientales pueden contaminar de manera natural las muestras de orina.
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En el Zool6égico de Quito, al estar aislados los felinos en sus jaulas la
exposicién de la orina es de menor intensidad a las factores ambientales. Al no
existir un registro de como la orina cambia 0 como es su degradacion fisica no
es posible realizar comparaciones. La investigacion se disefidé para controlar la
mayor cantidad de factores y describir los cambios fisicos en la orina de la
hembra ocelote que es recolectada de manera no invasiva para que esta pueda
ser utilizada en examenes de medicién de estradiol.

Con lo que respecta a la degradacion fisica de la orina el proceso de
recoleccidon se daba, aproximadamente, 7 horas después de que la orina era
excretada de la hembra ocelote, en este periodo que la orina estuvo al
ambiente, es necesario conocer que cambios se dan sobre ella y si puede
suscitarse un efecto negativo en los resultados de estradiol.

Cuando la muestra sobrepasa varias horas sin refrigeracion o congelacién, se
producen muchos cambios en su composicion, las bacterias presentes
desdoblan la urea y esta se convierte en amoniaco, en consecuencia aumenta
el pH. Ademas los cilindros urinarios que son particulas existentes en la orina
se descomponen después de varias horas. El color amarillo caracteristico de la
orina, llega a oscurecer si se la deja reposar en algan recipiente, porque se
produce la oxidacion del urobilinégeno a urobilina (pigmento marrén de la orina}
(Albeitar, 2014).

2.3.2 Degradacion bacteriana

La muestra de orina puede mantenerse en refrigeracion hasta 48 horas
deteniendo la proliferacién bacteriana, ya que no existen cambios en su color y
apariencia, pero se recomienda que solo debe estar 24 horas en este estado;
no obstante, puede estar hasta 6 horas en temperatura ambiente sin
refrigeracion hasta ser trasportada hacia el laboratorio o para su congelacion
(Albeitar, 2014).

Segun el urocultivo de cada hembra (Anexos 21) no existe desarrollo
bacteriano en la orina, si las muestras son recogidas por el método de
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recoleccidon de un recipiente, aumenta la posibilidad que existan bacterias por
el paso de la orina por el tracto urinaric bajo y por la contaminaciéon exterior
también. El uroanalisis mostré bacterias mixtas que indican la contaminacion
de la muestra por factores externos. En 6 horas puede darse crecimiento
bacteriano si no se refrigera la orina iniciandose el proceso de degradacion lo
que desencadenaria en aumento de pH en la muestra y en consecuencia la
degeneracién de los componentes de la orina (Albeitar, 2014).

El pH de las muestras de orina de las 2 hembras fue de 7 segun los uroanalisis.
El pH demuestra aumento de bacterias, valores mayores o iguales a 7 pueden
indicar la presencia de bacterias que alcalinizan la orina. Ademas, los valores
de nitratos indican de igual manera la presencia de bactenuria (a cualquier
grado), si la prueba no se realiza en muestras recientes se transforman esos
nitratos en nitritos por las cantidades mensurables de bacterias contaminantes.
Por lo tanto, la tira reactiva con nitritos positivos es una sefial indirecta de la
presencia de bacterias (Guia Salud, 2012, p.5}.

2.3.3 Degradacion de la urobilina

El urobilinégeno es un producto sin color que proviene de la reduccién del
pigmento biliar bilirrubina, el urobilinégeno se forma en el intestino a partir de
accion bacteriana, una parte se oxida convirtiéendose en urobilina, se reabsorbe
y pasa a la circulacion, parte es excretada en heces y en orina, y cuando es
expuesta al aire se oxida es decir se degrada debido a reacciones de
oxidacién, esta reaccidén se da por la interacciones quimicas susceptibles al
aire y a la luz ultravioleta y afecta a los pigmentos de la orina ya que estos
actian como foto sensibilizadores es decir aumentan los efectos de la radiacién
UV (Guia Salud, 2012, p.7).

En cuestidon de varias horas la urobilina cambiara a un pigmento de color
marron que hace que la orina se degrade, de ahi la importancia del cuidado en
la conservacién de las muestras. Los valores de urobilinégeno son: {(normal), 1,
3, 6, 12 mg/dl (Erbamannheim, 2010, p.2).
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Flgura 9, Via de excrecién normal de la bilirrubina y del urobilinégeno.

Tomado de MVZ Cartagena, 2013

2.3.4 Proceso de degradacion

Se destiné alrededor de 10 ml para |la degradacién flsica de 6 muestras, 3 de la
hembra Cleo y 3 de la hembra Salomé que poselan gran contenido, de las
cuales 4 muestras fueron documentadas. De cada muestra se destind una
parte para la realizaciébn de uroandlisis y de urocultivo. Los valores del
uroandlisis del laboratorio mostraron valores de bacterias mixtas escasas, que
provienen de la contaminacién exterior de las muestras. Se observo sus
cambios a temperatura ambiental entre 10°C a 25°C en el trascurso del dia; 2
muestras (1 Cleo, 1 Salomé) de orina se dejaron reposar a la intemperie con
luz solar, una de las muestras de Salomé fue guardada en un lugar sin luz solar
y de igual manera se refrigeré una muestra de orina de Cleo para ver su
evolucion a 4°C. Todos los cambios se registraron en fotograffas y la
elaboracion de una tabla para explicar los cambios.
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Mediante tiras reactivas de orina se monitore6 los cambios a lo que respecta a
urobilinégeno, pH y nitritos (Anexos 22). Los tres valores determinan
degradacion en el orina ya sea por bacterias y/o por pigmentacion excesiva.

Se disefnd una tabla que permitié estructurar todo lo observado. Los cambios
que llegé a tener la orina se registraron en 5 grupos: horas al ambiente o dias
en refrigeracion, color, valores de urobilinégeno, de nitritos y de pH. Las horas
al ambiente muestran cuéanto tiempo ha estado influenciada por factores
ambientales la orina. El color es para tener una referencia de la primera
muestra recogida hasta que se pigmenta y se degrada totalmente. Los valores
de urobilinégeno nos detallan el cambio que poseen los pigmentos de la orina
al transcurso de las horas y los valores de nitritos y de pH nos demuestran los
cambios que ocurren a lo que respecta a proliferacion bacteriana.

La orina recogida para degradacién se midié a través de la tira reactiva y se
anotaron los valores de urobilindgeno, pH y nitritos. Luego se colocaron las
muestras al ambiente en un lugar con luz solar, y se evalué en el transcurso de
cada hora mediante la tira reactiva si se iban dando cambios en los tres valores
antes mencionados. A las 10 horas es decir 3 horas después de la recoleccion
en el zoolégico, las muestras expuestas a luz solar, cambiaron de color a
marrén y el valor marcé 3 mg/dl de urobilinégeno, subié el pH a 8 y los nitritos
salieron positivos {color rosa palido). A las 20 horas se completd el proceso de
degradacion cambiando la orina a un color negro con olor desagradable y un
valor de urobilinégeno (normal) quizas por la destruccion ocasionada por la luz
solar, también marcé un pH de 8 y haciéndose imposible medir los demas
valores por el exceso de coloracidon que no demostré nada en la tira reactiva
(Anexos 22).

En lo que respecta a la orina para degradacién fisica mantenida sin luz solar,
se realizé el mismo proceso antes mencionado y mostré una mejoria en lo que
respecta a su degradacién de urobilina. Se demoré mas en cambiar de color,
su primer cambio se dio a las 15 horas después de la recoleccién (1 mg/dl) y el
tercer cambio a las 25 horas (1 mg/dl). Eso demuestra que es de gran ayuda
que las muestras no estén influenciadas por luz solar.
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La orina aimacenada en refrigeracién se midid cada 12 horas después de la
recoleccidn y no sufrid cambios en 2 dias, en lo que respecta a los valores de
la ira reactiva. En el tercer dfa s vio un camble en los valores y la coloracién
6 tomd marrdn y posteriormente en 8 dlas se tomd negra. La orina se degrada
en refrigeracion de 3 a 4 dias y no sirve para la medicién de estradiol.

Las muestras tomadas daespués de varias horas mostraron diferencias. Todos
los valores se vieron afectados de 10 a 15 horas dando a conocer que no
sirven las muestras mas alld de ese tiempo. Ademds, que las muestras de color
rojizo se degradan mas rapidamente que las de color ambar. El urobilindgeno
puede dar un falso negativo sl estd mucho tlempo expuesto a la luz solar. Los
factores amblentales mas determinanteas, son la luz, la temperatura alta, la
lluvia, el aire y las bacterias ya que pueden acelerar el proceso de degradacidn
fisica de orina (Tabla 7).

Tabla 6. Valores de tira reactiva an orina

Urohilinogen urobilinogen and

sterkobilinogen

- e
; N

Mitrites

specific for nitrite
(70% of bacteriuria)

Tomado de Erbamannhalm, 2010, p-2.
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conformado de una microplaca de 96 pocillos, el estradiol estandar, el
anticuerpo estradiol DetectX, el conjugado estradiol DetectX, la solucién
tampén concentrada, el tampoén de lavado concentrado, el sustrato TMB, y la
solucién de interrupcion (Anexos 23) (Arbor Assays, 2011, p.8).

Se procedid a la preparacién de Assay Buffer o solucién tampdn con la adicién
de agua destilada en una concentracion 1:4 dando un total de 10 ml de
solucién, el wash buffer o tampén de lavado. Se diluyé con agua destilada en
una concentracion de 1:20 dando un total de 50 ml de solucion.

Para la preparacién del estandar se procedié a colocar en un tubo eppendorf
(tubo micro centrifuga) estéril 450 pyL de Assay Buffer, luego se agregd 50 L
del estandar de estradiol y se agitdé mediante un mesclador vortex por un par de
minutos. Se procedidé a colocar en otros 4 tubos eppendorf 375 uL de Assay
Buffer, en el segundo tubo se colocd 125 L de la solucion del primer tubo y se
hizo lo mismo con los otros tubos eppendorf, al final se desechd 125 uL del
ultimo tubo para mantener la concentracién final como se ve en la (Tabla 8).

Tabla 8. Preparacién del estandar

Std1 Std 2 Std 3 Std 4 Std 5

Assay 450 375 375 375 375

Buffer (pL)

Adicién Stock Std 1 Std 2 Std 3 Std 4

Vol de 50 125 125 125 125

Adicion

(pL)

Final Conc | 10,000 2,500 625 156.25 39.06
| (pg/mL)

Tomado de Arbor Assays, 2011, p.8
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Figura 10, Preparacion del estandar.
Tomado de Arbor Assays, 2011, p.8.

Luego de la elaboracion de los estandares se procedié a la disposicién de las
muestras en la microplaca. Los estandares se ubicaron en los pocillos de color
rojo dispensando 50 |l de muestra. Se afadié 75 ul de assay buffer en las dos
placas de color morado que actuaron como enlace no especifico y 50 pl en las
placas que actuaron como enlace maximo. En las placas de color naranja se
afadié 75 pl de agua destilada como blanco negativo de la reaccion.

En las placas de color verde se dispensé 50 ul de muestra de la orina de cada
hembra, su disposicién fue la siguiente: primero la orina de la hembra Cleo y
después de la hembra Salomé y asl sucesivamente. Luego se anadié 25 ul del
estradiol conjugado DetectX y 25 ul de anticuerpo de estradiol DetectX en cada
pocillo, exceptuando los pocillos de color morado (Arbor Assays, 2011, p.9).

12

Figura 11, Disposicién de microplacas.
Tomado de My Assays, 2014.




Tabla 9. Estandares
Callbrador | Pocillo | Conc. | Datos | Datos SEM Aluste | Recuperacién
Pg/ml | micro | micro %
{promedio)
Standard1 B1 10000 | 1220 | 1220 2,27 10540 105,4
B2 1220 11170 11,7
Standard2 C1 2500 | 1040 | 1040 1,14 22586 90,24
C2 1040 2224 88,95
Standard3 D1 625 (812 |81 1,14 684,2 109,5
D2 810 677,1 108,3
Standard4 E1 156,3 | 465 464 1,14 148,3 95,52
E2 462 147,7 94,56
. Standard5 F1 39,06 (203 ([205 1,14 39,58 101,3
F2 206 40,14 102,7
Tabla 10. Datos desglosados de las muestras (ver Figura 10)
Muestra Pozos (Dates [|% Conc. Conc.
Micro {Promedio)
Pg/ml
@ 1-c c3 0,538 210 [41,82 41,26
c4 0,54 40,69
@ 2-c D3 0,541 208 | 40,14 40,7
D4 0,539 41,26
'@ 2s E3 0,501 [285 |[66,85 66,45
E4 0,502 66,06
3c F3 0,501 |25 |66,85 66,45
F4 0,502 66,06
3s G3 0,501 [295 | 66,85 68,85
G4 0,503 66,06
4-c H3 0,495 308 71,73 70,9
Ha 0,497 70,07
@ 4s A5 0495 [308 [71.73 71,31
AB 0,496 70,9
@ 5c B5 0494 [314 [7257 72,99
B& 0,493 73,41
'@ 58 c5 0495 |[300 [71,73 7327
C8 0,498 70,9
@ 6c D5 0495 [308 |[71,73 70,9
D6 0,497 70,07
'@ 65 E5 0,48 343 | 85,11 84,84
E6 0,481 84,17
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Muestra Pozos (Datos |% Cone. Conc.
Micro {Promeadio)
Pg/ml
7c F5 0,49 325 76 77,32
F6 0,487 78,65
@ 7-s Gb 0,471 362 94,02 93
G6 0,473 91,98
{:3 8-c H5 0,472 364 93 93,51
H6 0,471 94,02
@. 8-5 AT 0,44 436 130,7 131,3
A8 0,439 132
@ 9c B7 0,492 319 74,27 75,13
B8 0,49 76
95 c7 0,454 402 112,98 112,3
] 0,455 11,7
10-c D7 0,532 227 45,34 45,64
D8 0,531 45,95
10-s E7 0,458 392 108,2 107
E8 0,46 105,9
@ 11¢ F7 0,54 210 40,69 41,26
F8 0,538 41,82
@ 11-5 G7 0,453 405 1141 113,5
G8 0,454 1129
@ 12¢ H7 0,527 236 48,42 48,11
H38 0,528 47,79
@ 12-5 A9 0,451 409 116,85 115,9
A0 0,452 1153
13-c B9 0,541 203 40,14 39,59
B10 0,543 39,04
13-8 c9 0,526 241 49,05 49,37
C10 0,525 49,69
14-5 D9 0,536 216 42,97 42,69
D10 0,537 424
BO G1 0,588 100 19,08 19,26
G2 0,587 19,44
NSB A1 0,625 0 8,451 7,101
A2 0,638 5,752

56
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Después de todo el proceso que se realizo, la microplaca fue llevada a un
agitador orbital donde se mantuvo por dos horas asegurandc la adecuada
mezcla de los reactivos (Anexos 24). Posteriormente se lavé la placa 4 veces
con un volumen 300 ul de tampén de lavado desechando cada vez el contenido
y secando con papel absorbente. Después se anadié 100 ul del sustrato TMB a
cada pozo, y se dejé reposar la microplaca a temperatura ambiente durante 30
minutos (Arbor Assays, 2011, p.9).

Finalmente se anadié 50 pl de la solucion de interrupcién a cada pozo y fue
llevada al lector manual para placas de microelisa (Siric S, Radim/SEAC co,
Roma Florencia, ltalia) a una densidad optica generada por cada pocillo a
450nm. Esta técnica es muy buena para la medicién de hormonas en orina ya
que da los valores precisos en cada muestra para poder hacer las mediciones
de una manera eficaz y eficiente (Radim Diagnostics, 2013).

2.5 Anadlisis estadistico

El método estadistico que se utilizé para la realizacion de la investigacién es el
denominado “descriptivo” o también conocido como analisis exploratorio ya que
los datos obtenidos fueron de pocos animales quienes fueron muestreados de
acuerdo al sexo, estado fisiolégico y a la edad, es decir hembras, prefiez o no
presencia de prefiez y alrededor de 5 a 9 afios de edad, respectivamente. Se
midié la concentracién semanal de las hormonas en la orina de una manera
simple, se tabularon los datos para demostrar la concentracién hormonal.
Asimismo se utilizaron graficos para explicar de una manera mas practica los
resultados.

Estos datos fueron planteados mediante un software 4PLC (4-Parameter
Logistic curve) curva logistica de 4 parametros. Esta funcion constituye un
refinamiento del llamado modelo exponencial de una magnitud, el cual es
utilizado para diversos modelos de crecimiento y decrecimiento como por
ejemplo el aumento y disminucion de niveles hormonales en un periodo
determinado. El analisis cuantitativo de las muestras usa el 4PLC, que es el
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método adecuado para datos de funcidén sigmoidea. Es cominmente usado
para el analisis de ajuste de curvas en inmunoensayos.
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Figura 12, Curva 4PLC.
Tomado de My Assays 2014.

El software lo provee la empresa Arbor Assays, el mismo distribuidor del cual
se consiguié el kit. Esta brinda diferentes servicios a sus clientes para el
desarrollo de la investigacién. El servicio llamado “My Assays” nos sirve para la
tabulacion de datos estadisticos y de curvas de valores (My Assays, 2014).

Todas las muestras primero son corregidas con el promedio del valor del grupo
en blanco de la microplaca, y se da el ajuste 4PLC de los valores estandares.
Las concentraciones se ajustan a la curva, ademas los valores mas bajos y
mas altos que no se encuentren entre los valores estandar no apareceran en la
curva logistica. Luego se procedié a pasar los valores de “My Assays” a
Microsoft Excel y elaborar graficos individuales de los datos obtenidos, graficos
diferenciando los ciclos de las dos hembras y otros demostrando la
concentracion de hormonas y los picos especificamente (My Assays, 2014).

La estadistica descriptiva de los valores de estradiol de las dos hembras en las
distintas etapas (estro y gestacidon) se expresé como la media £+ SEM (error
estandar de la media) es de 1.14 (tabla 9) y fue provista por el programa My
Assays. El SEM es un dato estadistico informado es decir el tipo de error
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causado por la variacién aleatoria del muestreo al repetir una prueba en las
mismas condiciones, si las condiciones cambian significativamente el error
estandar de la media sera alto (Yanez, 2007, p.46).

Es un método que se utiliza para calcular la desviacion estandar de una
distribucion de muestreo. Representa la dispersion de la media de una muestra
de valores si se continGa con la toma de muestras, proporcionando una idea de
la precision de la media. El SEM es inversamente proporcional al tamario de la
muestra, cuanto mayor sea el tamafo de la muestra, menor sera el error
estandar de la media (Yanez, 2007, p.46).

Prueba de “t” Student

Se empled la prueba de “” de Student mediante el programa Statistix 10 que es
un programa de analisis estadistico que se puede utilizar para analizar
rapidamente los datos. Si al realizar un muestreo no existe la posibilidad de
extraer una gran cantidad de muestras, utilizar una distribucion normal puede
presentar mucho riesgo estadistico. Toda inferencia estadistica que se desea
realizar con muestras pequefias, aumenta en validez si se la practica con la
distribucién “t” Student.

La prueba “t” Student se utiliza para comprobar si dos grupos de medidas de un
fendmeno son distintas o no, es decir se la aplica cuando se desea comparar
dos medias. Se la utiliza cuando las medidas corresponden a las mismas
unidades y cada grupo de medidas puede caracterizarse por un promedio y
una medida de variacion alrededor del promedio — la varianza o desviacion
estandar. Generalmente se lo emplea en muestras pequenas de menos de 30
valores (Yanez, 2007, p.46).

Hipotesis nula: los valores de los promedios de estradiol de las hembras

ocelote son similares.

Hipdtesis alternativa: el valor de uno de los promedios de las muestras de
estradiol de las hembras ocelote es mayor que el otro.
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Estadistico de la prueba: t

Nivel de significancia (alfa): 0.05

One-Sample T Test

Null Hypothesis: p = 0,05
Alternative Hyp: p # 0,05

Lower Upper
Variable Mean SE T DF P 95%C.l. 95%C.l.
Cleo 60,280 5,0241 11,99 12 0,0000 49,343 71,236

Salomé 86,655 7,7192 11,21 12 0,0000 69,737 103,37

Cases Included 13 Missing Cases O

Tomado de Statistix 10.0

2.6 Resultados y discusion

2.6.1 Resultados

Degradacion fisica de orina

Los resultados de los analisis de orina (uroanalisis, urocultivo y tiras reactivas)
a lo largo de la tesis nos informaron de la excelente salud que poseen las
hembras ocelote en el Zoolégico de Quito, razén por la cual durante estos afos
han sido tan fértiles. Todas las muestras tomadas a las 7 horas de recoleccion
mostraron valores normales (Anexos 21). Las muestras estuvieron en un punto
normal y muy cerca del limite para ser utilizadas para medicién hormonal
(estradiol) ya que existieron valores que pudieron alterar la orina.

En lo que respecta a los cambios fisicos en la orina, el urobilinégeno de las
muestras sobresale, este pigmento sube de manera abrupta de 10 a 15 horas a
temperatura ambiental y cuando esta expuesto a rayos solares se foto oxida de

manera mas rapida. Los valores oscilan entre 1-3 mg/dl y hace que la
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pigmentacion de la orina pase de ambar a marrén y luego a negro; ademas, los
nitritos se hacen positivos y el pH aumenta de 7 a 8 mostrando valores
relacionados con proliferacion bacteriana. Las muestras se vieron afectadas
por contaminacién externa especificamente, ya que los urocultivos no
mostraron ningtin desarrollo bacteriano.

Es conveniente recolectar la muestra de 7 a 8 horas después de su exposicion.
Si existe una eventualidad para recoger la orina se puede esperar algunas
horas para colectarla si la muestra no esta influenciada por luz directa, ya que
la muestra que estuvo bajo sombra mostré valores bajos de pigmentacion. La
orina en refrigeracidon no cambié y sus valores se mantuvieron normales
durante 3 dias, al sexto dia se volvidé negra, el urobilindgeno subié a 3 mg/dl,
los nitritos y el pH no se pudieron medir por el exceso de pigmentacidon que
coloreo toda la tira reactiva.

Muestras de orina destinadas para medicién hormonal pueden estar 2 dias en
refrigeracion y solamente horas al ambiente. La congelacién de la orina es
primordial para mantener las muestras en buen estado, la degradacion fisica y
hormonal a -17 grados centigrados se interrumpe (Jewgenow et al., 2009, p.2).
Las muestras se colocaron en un congelador especial a -20°C para
proporcionar el mejor estado para ser tratadas con el kit de EIA.

Concentracion de estradiol

Los datos obtenidos por lector manual para placas de microelisa (Sirio S,
Radim/SEAC co, Roma Florencia, Italia) analizaron los pozos seleccionados en
menos de dos minutos concretamente. Mediante el programa My Assays de la
empresa Arbor Assay se comenzé la tabulacién de los datos para observar las
concentraciones y la curva proporcionada.

La curva de calibracién fue proporcionada por el software My Assays, el cual
utiliza una curva logistica que interpola y saca la concentracién de todos los

datos que se utilizaron en el kit.
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Todos los datos y el promedio de los duplicados de cada muestra de orina que
da la concentracién de estradiol se encuentran en la Tabla 10.

La concentracion de estradiol en orina en hembra ocelote en etapa de estro
llego a valores de (93,51 = 1.14 pg/ml) (p < 0.05) y la concentracion en etapa
de gestacién a valores de (131.3 £ 1.14 pg/ml) (p < 0.05).

El pico mas alto de todos los datos es de la hembra Salomé con la muestra 8-
S, b dias antes del parto de la felina. Los datos de dias anteriores se mantienen
altos y suben paulatinamente hasta el dia del parto 13-C donde bajan. Con lo
que respecta a la hembra Cleo su pico fue la muestra 8-C y después de eso
cayeron su niveles abruptamente. Los valores de la hembra Cleo no son tan
altos como los de la hembra Salomé, demostrando que las concentraciones de
estradiol pueden llegar a sus valores maximos en etapa de gestacién. Los dos
datos son muy importantes para conocer ¢como se da el funcionamiento de su
fisiologia hormonal. Los graficos individuales nos muestran la curva ascendente
y descendente de cada hembra.

Prueba de “t” Student

Decision: se acepta la hipotesis alternativa ya que el valor de p asociado ates
0.0000. (p < 0.05)
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Los valores de la hembra en gestacidn, como se muestra en la figura 11, suben
significativamente. En su encerramiento se la veia muy inquieta sin ganas de
comer y muy agresiva. En cambio, la hembra en estro era muy juguetona y
emitia ronroneos casi desde los primeros dias que fue observada. Los valores
se asemejan a otros estudios en ocelote hembras en Brasil, donde la
concentracion de estradiol fue de 4.94 a 151.00 pg/ml en orina (Rodriguez y
Barnabe, 2010, p.73).

La concentracion de estrégenos no es tan alta como en heces o en suero, pero
de igual manera son datos muy validos por la complejidad de su obtencién, que
demuestran los valores de estradiol en etapa de estro y gestacién de una
hembra ocelote.

2.6.2 Discusion

De acuerdo a los resultados obtenidos, las técnicas no invasivas de recoleccion
de orina; entre ellas la de una superficie (plastico polietileno) o de un colector
(placas de acero) resultaron muy Utiles y de igual manera se presentaron como
una opcién distinta, nueva y muy eficaz que permitié la recolecciéon de muestras
de orina de un animal silvestre en cautiverio, que en muchas ocasiones puede
resultar un proceso complicado y tornarse un reto. Estas muestras se
destinaron para analisis de orina e igualmente para que se calcule la
concentracion de estradiol de las hembras ocelote permitiéndonos diferenciar
los periodos que se caracterizan por niveles de estradiol altos (estro y
gestacion).

Si bien los valores obtenidos resultaron menores a otros reportados en la tesis,
como por ejemplo en el estudio en suero de ocelotes en Brasil durante el
periodo de estro, los cuales mostraron concentraciones de estradiol de 59.84 a
307.77 pg/ml (Tebet, 1999, p. 102). Esta diferencia entre los valores se debe a
la menor concentracidn que existe en orina de estradiol y ademas a la
sensibilidad del kit, y no se podria llegar a realizar una comparacién con otros
estudios realizados en suero, saliva o0 heces. No obstante los valores se
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encuentran en rango aceptable en relacidén a estos estudios, demostrando su
validez y complejidad.

La hembra Cleo se presume se encontraba al comienzo del ciclo estral, por el
aumento paulatino de estradiol que supone el inicio de proestro y estro
(apareamiento) por lo que su comportamiento sexual coincidié con lo descrito
para la especie, es decir emitia vocalizaciones, refregaba su cuerpo contra las
paredes de su jaula, presentaba lordosis etc.

No se conocia que la hembra Salomé estaba prefiada, pero al ver sus valores
hasta los Ultimos dias se descubrié que seguia produciendo gran cantidad de
estradiol hasta casi la ultima semana de su parto, por la gran produccion de la
placenta. El principal estrégeno producido durante la gestacion es el estriol,
que aumenta su concentracion a lo largo del embarazo hasta llegar a niveles
muy altos, pero de igual manera la placenta también genera estradiol a niveles
considerables. Los valores de concentracion de estradiol en la tesis pueden
llegar a ser relativamente bajos, a comparacion con los altos niveles de estriol
que deben existir en el suero materno de la hembra.

Durante la gestacion los niveles de estradiol se mantienen en niveles basales y
es la progesterona la que se mantiene muy alta, no obstante segin los
resultados del estudio se comprobd que los estrégenos aumentan
significativamente durante la dltima semana de gestacién, lo que afecta su
comportamiento, haciendo que la hembra se vuelva hiperactiva, agresiva
contra la otra hembra y receptiva al macho como se pudo comprobar al mirar
su comportamiento.

No se debe omitir que pueden existir muchos factores que desembocan en una
variacion en lo que respecta a los niveles de concentracién de estradiol,
pueden variar, ya sea por tipo de alimento, metabolismo, o produccién

esteroidea.

Ademas, se comprobé en el estudio que la falta de fotoperiodo no afecta de
manera muy directa a las hembras del Zool6gico de Quito. Las felinas pasan
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alrededor de 15 horas encerradas en sus jaulas posteriormente al cierre del
zooloégico recibiendo, muy tenuemente, luz solar, pero al momento de ser
liberadas buscan al macho, por lo que no se afecta su ciclo, ya que las dos
hembras han parido a sus crias durante estos afios en Guayllabamba.

De la hembra Cleo se concluyd que su pico mas alto fue de 93,51 pg/ml de la
muestra 8-C y su mas bajo de 39 pg/ml de la muestra 14-C, datos que son un
poco menores que los de la hembra Salomé que van desde 42,69 pg/ml hasta
131,3 pg/ml y que nos presumen que los niveles de estradiol en etapa de estro
estan en rango a los valores de la ultima etapa de gestacion. Los dos datos son
muy importantes para conocer como se da el funcionamiento de su fisiologia
hormonal, que pueden ser de gran valor si se sigue con los estudios, para
posteriormente realizar biotecnologias reproductivas en hembras que tengan
problemas de infertilidad.

Se presumia que el pico maximo en la etapa de estro seria el dia del
apareamiento por parte del macho, en consecuencia se observo que el pico de
estradiol puede darse un dia antes de |la monta del macho lo cual induce a la
produccién y aumento de la onda de LH, si se da el apareamiento por parte del
macho en el estro se observa que los valores de estradiol descienden y se
presume que se da la concepcion, sino un periodo de interestro deberia
presentarse.

El 17R-Estradiol es la hormona mas importante del embarazo en las hembras
felinas, ya que puede prevenirlo con anterioridad por sus niveles altos en orina
y asi manejar con planificacidn el nacimiento de las crias. Los resultados del
presente estudio sugieren que la actividad ovarica de la hembra ocelote se
puede monitorear en base a estradiol en orina, si las muestras son recogidas
diariamente, con el objetivo a largo plazo de utilizar la informacién recopilada y
llegar a monitorear los niveles de estradiol en un protocolo de super ovulacién
en hembras con problemas de fertilidad en cautiverio.

Si los dos valores de concentracién de estradiol obtenidos (estro y gestacién)
fueran de una misma hembra, y ademas se hubieran obtenido muestras diarias
o semanales durante casi 100 dias, desde el inicio del ciclo estral; su primer
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celo y hasta su gestaciéon, se daria un grafico como la (figura 14). Se puede
presumir que los dos datos obtenidos de la concentracién de estradiol en orina,
es decir el estro de la hembra Cleo y la gestacion de la hembra Salomé, nos
grafica como podria ser el transcurso del ciclo reproductivo de una hembra
ocelote en lo que respecta a sus niveles de estradiol.

Figura 13, Cambios de estradiol desde el primer celo hasta la gestacion.
Tomadoe de Mundo animalia, 2008

No existen otros estudios relacionados con la determinacion de la degradacién
de orina en el ambiente, ya que generalmente se utilizan heces para medir
estradiol en animales por la facilidad en la recoleccion. El objeto del estudio es
el de permitir recolectar orina de hembra ocelote después de un determinado
tiempo desde que es excretada y que todavia se encuentre viable para ser
utilizada en medicién de concentracién de estrégenos, se determind si la orina
estaba en buena condicion con la ayuda de herramientas diagnosticas de
medicion de degradacién; urocultivo, uroanalisis y medicién de tres valores en

tiras reactivas (urobilinégeno, pH y nitritos).

El plastico de polietileno solo funcionaria en lugares cerrados como jaulas, y el
colector de acero inoxidable seria eficiente en cualquier clase de habitat
artificial, con un poco de perspicacia se puede llegar a colectar muestras de
orina de un ocelote. El proceso de colecta de orina en zoolégicos o centros de
rescate puede ser a veces un inconveniente ya que hay que esperar mucho
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tiempo para poder recolectar las muestras por cuestiones de manejo de
animales y de horarios de apertura.

En lo que respecta a la degradacion fisica, la orina que se recolecté de 7 a 8
horas se mantuvo viable ya que segiin los estudios de uroanalisis y de
urocultivo, las hembras se encontraban en un gran estado de salud resultando
muy beneficioso para que su orina no contenga elementos extrafios que no
permitan los estudios de hormonas o de analitos en orina. Un factor clave que
ayudo a mantener la muestra viable, fue la estructura cerrada de la jaula que
no dejaba pasar muchos rayos solares. La orina puede ser recolectada
después de hasta 8 horas sin que ocurra su descomposicién, siempre y cuando
no existan muchos factores que la afecten como pueden ser luz solar, lluvia, o
contaminacién natural.

La pigmentacién excesiva de urobilina que comienza cuando la muestra esta
en reposo es un marcador para evaluar la degradacion fisica de orina mediante
tiras reactivas. Este proceso ocurre de 10 a 15 horas y evidencia valores de 1-3
mg/dl de igual forma otros marcadores son el pH alcalino y nitritos positivos en
la tira reactiva que indican bacteriuria en un 70% de los casos, sea esta por
infeccion del animal o por contaminacién externa, que se presume fue el caso
en las muestras obtenidas por el método de recoleccién en recipientes. La
orina expuesta a luz solar y al aire se degrada mas rapidamente por la foto
oxidacion, al igual que la orina de color mas oscuro, asi también la lluvia puede
llegar a contaminar la muestra. Los analitos antes mencionados son los
marcadores principales para medir la degradacion fisica de orina mediante tiras
reactivas.

En lo que respecta a su congelacién a -20 grados centigrados, la orina
permanecié viable durante 3 meses para cualquier tipo de examen sin ningun
problema. Se lo comprobd al realizarse una prueba mediante tira reactiva de

orina, uroanalisis y urocultivo, los cuales no mostraron ningdn valor alterado.
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3 CAPITULO IIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La degradacién fisica de la orina se suscita por la oxidacién que recibe
por su exposicion a la luz solar y al aire; la urobilina se foto oxida cuando
la muestra se deja reposar por algunas horas, lo que desencadena en el
aumento de pH y la aparicion de nitritos por la proliferacion bacteriana.
Bajo ningun motivo la orina debe estar expuesta directamente a rayos
solares y en todo momento debe estar cubierta de la luz y en un
recipiente cerrado herméticamente. Si no se procede de manera
inmediata en la recoleccion de orina, la muestra puede quedar inservible
en un lapso de 10 horas 0 menos.

Los cambios fisicos que se dan en la orina durante su proceso de
degradacién son elementos claves para el posterior éxito de la
investigacion. La observacion subita de cambio de coloracion de orina
amarilla a una de color marrén sugiere que la orina se ha degradado, de
ahi la importancia del cuidado en la conservacion de las muestras.
Ademas, la orina adquiere una elevada turbidez y un desagradable olor
amoniacal.

Es viable la determinacién de degradacion fisica de orina, ya que existen
muchas herramientas para su diagnéstico. El examen de orina es uno de
los métodos mas antiguos de la medicina que nos permiten conocer los
componentes urinarios de maneras muy simples. Mediante uroanalisis
se analiza la orina fisica y quimicamente, ademas con el urocultivo se
encuentran los microrganismos que la afectan y mediante tiras reactivas
se miden analitos de manera practica. Se pudo observar que la orina se
pigmenta por su exposicion al sol, ya que la foto oxida, y viene a ser un
elemento clave de su degradacién, de igual manera la proliferacién
bacteriana por contaminacién externa llega a contaminar la orina
haciendo que se descomponga totalmente entre 10 a 12 horas al
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ambiente. El color cambia de ambar a marrén y después a negro en
cuestion de horas, y es fundamental recolectar, refrigerar y
posteriormente congelar la orina para detener este proceso.

¢ Los factores ambientales pueden llegar a contaminar de manera natural
la muestra de orina en un alito porcentaje, ya que por mas que se
proceda a desinfectar la jaula y los materiales diariamente y el proceso
de colecta de la orina se lo realice con toda la asepsia posible, las
muestras se contaminaran al final de cuentas. El método de recoleccién
en un recipiente no es la mejor opcidn si se desea tener una muestra
libre de contaminacién y que sirva para el diagnéstico de infecciones del
tracto urinario, ya que todos los uroanalisis realizados estaban
infectados con bacterias mixtas.

o Existen muchas dificultades en la recoleccion de orina de un animal
silvestre en cautiverio, no siempre pueden ser planificadas con exactitud,
se depende mucho del comportamiento del animal, asi también de las
instalaciones, del equipo que se posee y de la “cooperacion” del
individuo, pero con un poco de paciencia es factible realizar medicién de
estradicl en orina de hembra ocelote.

e Algunos métodos para la obtencién de datos endocrindlogos requieren
de acciones invasivas que pueden causar mucho estrés y dolor a los
felinos. Generalmente, se necesita anestesia general para su
procedimiento y resulta muy cruel practicarlos. Métodos no invasivos
como la medicién de metabolitos excretados en orina o hasta en heces,
son alternativas excelentes ya que no requieren manipular a los
animales y evidencian concentraciones hormonales utiles para cualquier
clase de estudios.

e La identificacion de concentracién de estradiol en orina de hembras
ocelote es factible si se llega a dar una pronta colecta de orina en
cualquier de los métodos de recoleccién no invasivos. La presente tesis
sugiere que se pueden monitorear estrégenos urinarios (estradiol) de la
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hembra ocelote si se la recolecta frecuentemente y si se utiliza el
adecuado kit comercial. Ademas, la identificacién del nivel de estradiol
resulta de mucha utilidad ya que pemite diferenciar sus niveles, sean
estos basales (bajos) o de niveles altos en periodos de proestro, estro o
de gestacién.

Las muestras de orina destinadas para medicién hormonal pueden estar
2 dias en refrigeraciéon y solamente horas de 10 a 12 al ambiente. La
congelacién de la orina es primordial para mantener las muestras en
buen estado. La degradacién fisica y hormonal a -17 grados centigrados
se interrumpe y estan viables en un pericdo de 3 meses. Las muestras
deben ser colocadas en un congelador especial a -20°C para
proporcionar el mejor estado para ser tratadas con el kit de EIA.

La planeacion es un factor clave para la recoleccion de orina debido a
que se necesitan de muchas técnicas para tener varias opciones si
alguna falla. La técnica de colocar un plastico en la base de la jaulas fue
muy efectiva, ya que |la cantidad de volumen de orina que se recogia era
de gran caudal y no se estresaba a los animales; ademas, se presume
que les gustaba el sonido que hacia la orina rozando con el polietileno.
El contenedor de acero inoxidable también resulté de manera muy
efectiva. La orina se encontré en condiciones medianamente Gptimas
para la medicién de estradiol, el permanecer mucho tiempo expuesta al
ambiente no es recomendable y se presume que estuvo al limite de su
validez.

La cantidad necesaria de orina que se necesita para la realizacion del kit
de estradiol es de 5 ml por muestra, si se llega a dar mas cantidad de
orina seria de gran ayuda para realizar uroandlisis y urocultivo y asi
monitorear posibles infecciones sintomaticas o asintomaticas que
pueden llegar a mermar su vida reproductiva.
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El Kit 17R-Estradiol inmunoensayo DetectX fue el que se eligié para el
presente estudio debido a que utiliza un anticuerpo creado
especificamente para medir estradiol y sus metabolitos en orina, y se
diferencia de los demas por ser el de mas facil realizacién y por ser el
unico sefialado como multi especies (estradiol es idéntico a través de
todas las especies) es decir puede ser realizado en hembras de todo
tipo. Ademas, el estradiol es el mas activo y el mas importante de las
tres hormonas estrogénicas del organismo, porque es producido por los
ovarios y sus niveles en orina son 4ptimos para estudios de mediciones.

Mediante los resultados se comprobdé que existe una actividad
esteroidogénica incluso durante la gestacion, en la cual, el estradiol
aumenta significativamente y de manera constante mostrando picos
durante la dltima semana antes del nacimiento de la crias. Los picos se
pueden suscitar por la produccién de la placenta. Ademas, el
apareamiento se puede dar un dia después del pico de concentracion de
estradiol en el estro y esta relacionado con la onda éptima de LH que a
su vez se relaciona con el nimero e intervalo de cépulas ya que
aumenta la probabilidad de ovulacion.

Histéricamente, estas especies no se han reproducido bien en cautiverio
y las crias que nacen no logran sobrevivir por diferentes motivos. Sin
embargo, se espera que la comprension de las similitudes y las
diferencias bioldgicas den lugar a estrategias de gestién para la mejora
de la fase reproductiva.

Recomendaciones

Se recomienda realizar analisis de orina antes de proceder a calcular la
concentracion de estradiol, ya que puede ser muy beneficioso para
prever si existe alguna anomalia en la orina que pueda afectar los
resultados, que en algunas veces son muy dificiles y costosos de
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obtener. El método de diagnéstico por medio de tiras reactivas es muy
facil de realizarlo y sirve para medir si la orina estd en proceso de
degradacion o contaminada con productos del metabolismo o agentes
patégenos, también es recomendable corroborar los datos obtenidos
mediante tiras reactivas con un uroanalisis y un urocultivo para despejar
dudas o diagnosticar patologias. Ademas, se sugiere la filtracién de la
orina con papel filtro para garantizar su pureza al momento de analizarla.

e Antes de realizar un estudio sobre perfiles hormonales, es preferible

investigar bien sobre todos los pasos que deben realizarse, y se
recomienda que se los ejecute en heces ya que en la practica es mucho
mas facil su recoleccion y también se los colecta de manera no invasiva.

Se recomienda no dejar mucho tiempo en la recoleccion de orina
(maximo 8 horas), ya que puede verse afectada la muestra, el éxito en la
colecta de las muestras no siempre es el 6ptimo, y depende mucho de
las politicas de los centros de rescates o de los zooldgicos, asi que la
planeacion del tiempo es la clave para obtener los mejores resultados en
las pruebas a realizarse. Adicionalmente se sugiere no exponer ninguna
muestra de orina a la luz solar, ya que se puede alterar.

Comprender la fisiologia reproductiva de una hembra felina asi como
participan las hormonas en su ciclo reproductivo, es muy importante
para conocer y prever los ciclos estrales. La observacion de
manifestaciones de cambios de conducta y el mecanismo de accién de
las hormonas gonadales permitira una mejor compresion de sus
variaciones en el ciclo estral de los pequefios felinos y nos dara mejores
resultados y mejores posibilidades de manejo, sin olvidarnos, de igual
manera, de las particularidades reproductivas del macho que es,
asimismo, muy importante en el asunto de conservacion.

El bienestar animal es lo primero, se recomienda que al realizarse
estudios sobre animales ya sean silvestres o domésticos, se priorice el
respeto y su cuidado. La innovacién de técnicas no invasivas es el futuro
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de las investigaciones, tratar de no herir o estresar al animal es el
objetivo principal de un Médico Veterinario y Zootecnista, dandonos una
mejor calidad en la muestras ya que no se veran afectadas por efectos
del estrés.

El kit comercial que debe ser adquirido para la realizacién de cualquier
investigacion debe ser buscado en el mercado nacional © internacional
con anterioridad y si es posible buscar ayuda por medio del gobierno
para que no exista un alto costo y un tiempo de espera excesivo al
momento de su importacién, asimismo se recomienda la recoleccién de
mas muestras de orina para proceder a realizar un estudio mas extenso
del tema a tratarse.

Se recomienda la realizacion de mas estudios sobre hormonas
esteroideas en felinos, la continuidad de investigaciones es la Unica
forma de llegar a preservar no solo a los ocelotes sino a todas las
especies, las hormonas son la esencia de la reproduccién, por lo tanto la
compresion de los factores que influencian la funcién endocrina es clave
para maximizar el éxito reproductivo.

Se recomienda el uso de técnicas de reproduccién artificial y de
biotecnologia de crio-preservacién ya que pueden ayudar a la
conservacion de especies, la crio-preservacién de gametos y embriones,
son la tecnologia del futuro y pueden ser usados para programas de
conservacion y de fuentes genéticas para poblaciones in situ y en ex
situ.
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ANEXO 1. Tigrillo
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Tomado de Ceballos et al. Los Felinos de América: Cazadores Sorprendentes.
2010, p. 35

ANEXO 2. Margay

Tomado de Ceballos et al. Los Felinos de América; Cazadores Sorprendentes.
2010, p. 169
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ANEXO 3. Garras retractiles de pequefios felinos
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Garra retractil delantera, formada por 5 dedos. Tomado de Sanderson &
Watson. Small wild cats, the animal answer guide. 2011, p.28

ANEXO 4. Caracteristicas morfolégicas

Es de gran tamafio, y su pelaje hermoso varia de coloracion.Tomado de
Ceballos et al. Los Felinos de América: Cazadores Sorprendentes. 2010, p. 180
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ANEXOS 5. Puntos denominados ocelos en la base de las orejas

Tomado de Ceballos et al. Los Felinos de América: Cazadores Sorprendentes.
2010, p. 214



ANEXO 6. Patrén de coloracion en Leopardus pardalls

Patron de coloracién en Leopardus pardalis izquierda macho Leopardus
pardalls albescens, Sinaloa México, darecha Leopardus pardalls mitls. Tomado
de Qlivara, Revisién taxonémica de Lecpardus, 2010, p.72
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ANEXO 7. Color de la capa del cuello y vientre.

Color blanco de cuello y vientre y ademas posee barras transversas en la parte
interior de las patas traseras. Tomado de Ceballos et al. Los Felinos de
América: Cazadores Sorprendentes. 2010, p. 183

ANEXO 8. Habitat del ocelote

Descansa escondido entre |la cubierta densa. Vive en las selvas secas y
hiumedas. Tomado de Ceballos et al. Los Felinos de América: Cazadores
Sorprendentes. 2010, p. 180



ANEXO 9. Gran trepador
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ANEXO 11. Especie Emblematica

Tomada de Tirira, D. Libro Rojo de los mamiferos del Ecuador. 2001, portada.

ANEXO 12. Comportamiento de los ocelotes
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ANEXOS 13. Alimentacién

Su destreza le permite realizar movimientos muy diversos para capturar una
gran variedad de presas como, monas, congjos, ratones, murciélagos, lagartos,
aves, cangrejos y peces. Tomado de Ceballos et al. Los Felinos de América:
Cazadores Sorprendentes. 2010, p. 182

Ocslote alimentandose de iguana. Tomado de Ceballos et al. Los Felines de
América: Cazadores Sorprendentes. 2010, p. 181
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ANEXOS 14. Nacimiento de gatito ocelote.

El camino de un gatito ocelote es muy dificil debe sortear muchos obstaculos
como cazadores, vehiculos, depredacion por otros carnivoros y enfermedades.
Tomado de Ceballos et al. Los Felinos de América: Cazadores Sorprendentes.
2010, p. 166



ANEXOS 15. Estradiol Kit EIA

OUR PHILOSOPHY IS TO BUILD THE
IMM AY PRODUCTS FOR
CLINICALLY IMPORTANT BIOMOLECULES
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ANEXO 16. Autorizacién de investigacion cientifica provista por parte del
Ministerio del Ambiente
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ANEXOS 18. Jaulas
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ANEXOS 19. Recoleccién de las muestras
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ANEXOS 20. Otros materiales para colecta de orina

M T i R—
R S

¢ Lavacaras con malla mosquitero

¢ Recolector de orina de acero inoxidable
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ANEXQS 21. Unianalisis y urocultivos

cmmmnso-mpl.mhm

Teif: 2471-837 / 005003160 Faoc 24124064
emal: esuitacosiiven com eg

Gurito-Ecuador
INFORME DE RESULTADOS
CASO: o-1918 A NOMSRE PACIENTE: | Salome
CLIENTE. Jonathar Jara MUESTRAS Drina
| DRRECCION DEL CLIENTE: La FumAahul ESPECIE. Falina
RAZA: Cceloie
“REXO. e a
EDAD g afies
TELEFONO- 22475312
RESPONSABLE. P. Cabezas
CONDICHONER
ASNDFTRLER CEDAATD: | 40 C - 25%C
URIANALISIS

METODO DE OBTENCION: No informa

ELEMENTAL:
Color

Aspecto

pH

Densidad
Prateinas
Glucosa

Cuerpos cetbnicos
Bilimubina
Uroldlindgena
Sangre

MICROSCOPICO:

Leucocitos
Eritrocitos

Células renales
Celulas transitorias
Células escamosas
Cilindros

Cristales

Bacterias

Lipidos

Otros

0/ campo (400x)
0! campo (400x)
O | campo (400x)
0-1 ! campo (400x)
2-4 | campo (400x)
0/ campo (400x)
Fosfatos amorfos I«
Tipo Mixta 1+

f+
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Vii7vEXL 458308

Calos Avarado N50-00 y Los Alamos

Tek 2411-837 / 005003 180 Fax: 2412462
e-madl: jesultadosiivercomec
Gruto-Ecuador

INFORME DE RESULTADOS

CASD: O-1818 & NOMERE PACIENTE: | Szlome

CLENTE Jatathan Jara MUESTRAS- Osina

DIFECCION DEL CLIENTE: La Rumaahy ESFECIE Felina
RAZA; Ceslote

EEAG: Hembra
EDALL 8 sfos
TELEFORO- 275312
RESPONSABLE- F_Cabezas
COMDICICRES
AMBENTALES DEDRIAYD: | yoep 5=
Tratarmientos antes ciz la toma de
muestra: NR
URIANALISIS

METODC DE OBTENCION: Mo informa

ELEMENTAL:

Coior Ambar

Assecto Turbio 2+

pH 70

Densidad >1_050

Proteinas C3gL

Glucoss .

Cuerpos cetomnicos

Bidrmubina -

Urobiinagena -

Sangre

MICROSCOPICO:

Leucocitos 0/ campo (200x)

Eritrocitos 0/ campo {400x)

Células renales 0 { campo (400x)

Células transitorias 0-1 7 campo (400x)

Células escamosas 0-2 / campo (400x)

Cilindros 0/ campo (400x)

Cristales Fosfatos amorfos 2+

Bacterias Tipo Mixta escasas

Lipidos i+

Otros



Vii7vExi 48 %%

Carlos Alvarsdo NED-D2 y Los Aamos
Tedf; 2411-327 / DES0OZTE0 Fax J412-454
emal resuladosfivev.comes  Cudn.Eousdor

INFORME DE RESULTADOS
CASO: FEFEE) MUESTRAS: Orina
CLIENTE: Jnonatal Jaa ESPECIE Felina
DIRECCION DEL CLIENTE: | La Ruminahei RAZA: Tigrilla
CLINICA VETERINARIA: iz Infonma SEXO: H
| DIRECCION DE LA CLINICA- | Fichincha- Quio- Ls Fumnahw | EDAD: B Anos
TELEFGNO: Q2475312
MEDICO REMITENTE: Mo Infamma RESPONSABLE: | C Momiaho
CONDICIONES
AMBIENTALES DE | 8°C-28°C
ENSAYO:
Pruebas Solicitadas: Urccuifivo Tratamientos antes de la toma de
muesira
[Prueba:  JUROCULTIVO [Métode.  [CULTIVD [LVX/ MALJ D45-00)
IDENTIFICACION: O-1818-01-A-SALOME
METODO DE OBTENCION: NR
ANAMMESIS: Mo Informa
RESULTADO
Sin desarmolio bacterianc en 72 horas de incubacion
ANTIBIOGRAMA
Mo justificn
“Este informe o pockl ser reprocucicds 1 toesl mi parsaimente 3in la apesbacibn de by Gerensia
*HOTA: ESTE RESLATADD £S5 UNICAMENTE VALIDO PARS, LA MUESTRA EXAMINADA
n LADDRATORID DE DLAGHOSTICD
Carles Alvarade NED-0% y Los Alarmos
Telf: 2411-837 / DO5003180 Fax: 2412404
e-mal resultados@fiver.comec  Quito-Ecuador
INFORME DE RESULTADOS
CASO: C-'B1E8B MUESTRAS- Crina
CLIENTE: Jhonatan Jara ESPECIE Fadino
DIRECCION DEL CLIENTE: La Rummishui RAZA: Tigrlio
CLINICA VETERINARIA: 14z Informa SEXO- H
DIRECCION DE LA CLINICA: | Fichincha- Cuile- La Rumsnanud EDAL: B Anos
TELEFONC: D2475312
MEDICO REMITENTE: 1o Intarma RESPONSABLE: €. Mantalvo
CONDICIONES
AMBIENTALES DE | 18"C-25°C
ENSAYO:
Pruebas Solicitadas: Urocultive Tratamienlos anles de a toma de
muestra: NR
[Prusba: [UROCULTIVO [Método: [ CULTIVO [LVX / MAL 045-00) ]
IDENTIFICACION: O-191844-B-CLED
METODO DE OBTENCION: NR
ANAMMESIS: Mo Infomma
RESULTADO
Sin desarrolio bacterianc en 72 horas de incubacion
ANTIBIOGRAMA
Mo justifica
*Este méorme no podra ser repmducito ni total re parc i ka aprobacian de & G

"NOTA: ESTE RESULTADO ES UNKCAMENTE VALIDO PARA LA MUESTRA EXAMINADA
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ANEXOS 22. Medicion de urobilinégeno, pH y nitritos mediante la tira reactiva

de orina cuando cambia de coloracién
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ANEXOS 24. Trabajo de Laboratorio
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