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Resumen

Objetivo: Valorar la eficiencia del diagnéstico de gestacion mediante la estimacién de niveles de proges-
tinas fecales en venadas cola blanca O. virginianus en la época no reproductiva. Materiales y métodos:
Se analizaron muestras sanguineas y heces de nueve venadas cola blanca (VCB), semanalmente, durante
dos meses en la época reproductiva. Adicionalmente, las VCB fueron expuestas a macho durante un mes
durante la época reproductiva, y se colectaron heces dos veces fuera de esta, para medir los niveles de
metabolitos de progestinas. Se determind el valor de corte para diagnosticar gestacion a partir de los niveles
de metabolitos de progestinas fecales en fase luteal y folicular. La progesterona sanguinea fue medida
por radioinmunoandlisis, y se correlaciond con los niveles de progestinas fecales. Los diagndsticos de
gestacion fueron relacionados con los partos. Resultados: La correlacion total entre niveles de progestinas
sanguineas y metabolitos de progestinas fecales fue 0,37 (p<0,01). La variacién de la correlacion individual
fue 0,104 hasta 0,99. El valor de corte para diagnosticar gestacion fue 4000 ng/g en heces. La eficiencia del
diagnostico de gestacion fue 77,78 %; el valor predictivo del diagndstico positivo fue 75 %, y el negativo fue
80 %, respectivamente. Conclusiones: Es posible diagnosticar gestacion fuera de la época de reproduccion
mediante la estimacion de los niveles de metabolitos de progestinas fecales, en VCB en cautiverio, tomando
como valor de corte 4000 ng/g de heces.
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Abstract

Objective: To value the efficiency of pregnancy diagnosis by estimating levels of fecal progestins in
white-tailed deer O. virginianus outside the reproductive season. Materials and methods: Blood and feces
samples of nine White tailed-deer (WTD) were analyzed weekly for two months in reproductive season.
Additionally WTD were exposed to a male during a month in reproductive season and feces were collected
twice in non-reproductive season, in order to estimate progestins metabolites levels. The cut value for
pregnancy diagnosis from levels of fecal progestins metabolites in luteal and follicular phases of WTD, was
determined. Blood progesterone levels were measured by radioimmuno analysis and were correlated with
the fecal progestins levels. Pregnancy diagnosis was related with the deliveries. Results: Total correlation
coefficient between blood progestins levels and fecal metabolites progestins was 0.37 (p<0.01). Individual
correlation coefficient variation was 0.104 to 0.99. Cut off value for pregnancy diagnosis was 4000 ng/g in
feces. Efficiency for pregnancy diagnosis was 77.78 %, predictive positive value was 75 % and the negative
was 80 % respectively. Conclusions: It is possible to carry out pregnancy diagnosis in non-reproductive
season, through quantification of fecal progestin metabolites levels, in WTD in captivity, taking as cut value

4000 ng/g feces.
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1. Introduccién

Las venadas cola blanca (VCB) de Yucatan Mé-
xico, presentan reproduccion estacional. La época
reproductiva se extiende de octubre a enero de cada
afio [1], durante esta las hembras presentan estro ca-
da 26 dias, el cual dura aproximadamente 18 horas
[2]. El ciclo estral estd representado endocrinoldgica-
mente por dos fases: folicular y luteal; en la primera
ocurre crecimiento folicular, y los niveles de pro-
gesterona sanguinea alcanzan valores medios de 0,5
ng/ml; en la segunda fase aumenta la progesterona,
por haber ovulacién y la formacién de uno o mas
cuerpos ldteos, y la progesterona alcanza niveles
medios de 5,1 ng/ml [3]. Si la VCB no concibe du-
rante la época reproductiva, permanecera con niveles
basales de progesterona durante la época no repro-
ductiva; de lo contrario, mantendra niveles altos de
progesterona sanguinea, por la presencia de cuerpo
lateo [4, 5].

Debido a la dificultad que representa en ungu-
lados silvestres el manejo periddico necesario en
evaluaciones hormonales sanguineas, se han desa-
rrollo técnicas para la determinacion de esteroides
urinarios y fecales como métodos no invasivos [6].
En cautividad es posible detectar la condicidn repro-
ductiva y la gestacién en cérvidos mediante métodos
invasivos, ya sea por los signos clinicos, laparosco-
pia (LP), ultrasonido (US) y medicién de los niveles
de progesterona sanguinea [7-9]; sin embargo, el
primer procedimiento implica efectuar el diagnds-
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tico tardiamente, en el ultimo tercio de gestacion.
La utilizacién de LP y US implica la sujecién de
los animales y, por lo tanto, el riesgo de causar le-
siones a la VCB o perder la gestacién por efecto
del estrés debido a sujecién; ademds que el proce-
dimiento de manejo es complicado, principalmente
en instalaciones donde los animales se pueden des-
plazar libremente en 4reas relativamente grandes. A
partir de estas limitaciones, la alternativa factible
es efectuar el diagnéstico de gestacién mediante el
monitoreo remoto de la actividad ovdrica de VCB
(método no invasivo).

El objetivo que se plantea en este trabajo es es-
timar la eficiencia del diagnéstico de gestacioén en
venadas cola blanca (Odocoileus virginianus) fuera
de la época reproductiva, mediante la determinacién
de los niveles de metabolitos de progestinas fecales.

2. Metodologia

Sitio de estudio. El estudio se realiz6 en la Ha-
cienda Poxil4, del estado de Yucatan, México, con
una temperatura media anual de 26,5 °C; alli se con-
finaron nueve VCB en corrales individuales, con una
superficie de 12 m? cada uno. Los encierros conte-
nian sombreadero, comedero, saladero y bebedero.
Los animales se alimentaron con forraje de ramén
(Brosimum alicastrum) y frutas de la temporada, en
una cantidad aproximada de 4 kg diarios. El agua
fue administrada a libertad, se suplementé la dieta
con sales minerales. Las VCB fueron sedadas el mis-
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mo dia de cada semana, durante dos meses, con una
combinacién de Xilacina:Ketamina (1,5mg/kg:4,0
mg/kg), utilizando una pistola de dardos con cdma-
ra de aire. Una vez aplicada la inyeccion se esperd
30 min para obtener la sangre por puncién yugular.
Después de colectar la muestra de sangre se admi-
nistraron 10 mg de Yohimbina por via intravenosa
como antidoto, para la recuperacién rdpida de los ani-
males. Se obtuvo el plasma sanguineo de la muestra
y se procesé con la técnica de radioinmunoanélisis
(RIA), para determinar los niveles de progesterona
sanguinea de acuerdo con las indicaciones del fabri-
cante (Diagnostic Products, USA), en el laboratorio
de RIA de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Auténoma de Yucatan,
México [10]. Se colectaron heces de cada venada al
dia siguiente de la puncién. Las muestras fecales pa-
ra diagnosticar gestacion fueron colectadas dos veces
para cada venada, con un intervalo minimo de una
semana, durante los meses de abril a junio. Las ex-
cretas fueron secadas en horno, a 60 °C, durante dos
dias. Posteriormente, se efectud la extraccion de este-
roides con éter etilico (Merck); el extracto etéreo se
evapord y resuspendié en metanol al 99 % (Merck);
el extracto metandlico se procesé de acuerdo con la
técnica de Larter et al. [11]. La estimacion de me-
tabolitos de progestinas fecales se efectué mediante
RIA en fase sélida, utilizando los tubos recubiertos
con antiprogesterona, trazador de progesterona uni-
da a I-125 del mismo estuche comercial de RIA, y
los calibradores fueron preparados en solucién de
metanol al 100% (Merck) y progesterona reactivo
analitico (Merck).

Analisis de datos. Se aplicé la correlacion lineal
de Pearson a los valores de progesterona sanguinea
y metabolitos fecales. Se determiné la zona de va-
lor de corte para asignar gestacioén con los niveles
de metabolitos fecales de acuerdo con la metodo-
logia de Galen [12], y con esa misma metodologia
se determind la eficiencia, valor predictivo positi-
vo y negativo para diagnosticar gestacion, tomando
como referencia el evento de parto en las venadas
diagnosticadas.

3. Resultados y discusion

Los valores de progesterona plasmatica fluctuaron
entre 0,01 y 6,43 ng/ml. Se detectaron claramente
las fases folicular y luteal en todas las venadas es-
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tudiadas. Los niveles de metabolitos de progestinas
fecales fluctuaron entre 700 y 10000 ng/g de heces.
Las correlaciones individuales entre los niveles de
progesterona sanguinea y los metabolitos de proges-
tinas también fluctuaron entre 0,04 y 0,99 (tabla 1).
La correlacion total entre todos los valores fue de
0,37 (p<0,01).

Tabla 1. Correlaciones individuales entre los niveles de
progesterona sanguinea y los metabolitos de progesti-
nas fecales de nueve venadas cola blanca (Odocoileus
virginianus), medidos mediante radioinmunoanélisis en
fase solida.

Nombre dela  Correlacién entre progesterona

venada plasmatica y metabolitos
de progestinas fecales fecales
Bombodn 0,18
Gorda 0,104
Mocha 0,0357
Rosita 0,884
Beatriz 0,765
Conchita 0,237
Nena 0,538
Panchita 0,956
Susan 0,995

De los cuatro valores de corte que se probaron
para evaluar la eficiencia, valor predictivo positivo
y negativo del diagndstico de gestacion en venadas
cola blanca, se determind que para asignar gestacion
a través de los niveles de metabolitos de progestinas,
estos deben ser de 4000 ng/g heces. Se asigné gesta-
cién positiva cuando en las dos muestras fecales de
la misma venada los niveles de metabolitos de pro-
gestinas fueron iguales o mayores a 4000 ng/g. Una
vez ocurrido el parto se obtuvieron los siguientes
resultados: tres diagnésticos verdaderos positivos,
un diagnéstico falso positivo, cuatro diagnésticos
verdaderos negativos y un diagnoéstico falso negativo.
En la figura 1 se muestran los resultados.

Los niveles de progestinas registrados en las mues-
tras fecales de todas las venadas en estudio tuvieron
una correlacion baja, aunque altamente significativa;
sin embargo, al analizar los resultados de manera
individual, se encontré que hubo animales que pre-
sentaron correlaciones muy altas y altamente signi-
ficativas, teniendo uno de ellos una correlacién de
0,9952 y otro de 0,9563, aunque otros animales pre-
sentaron correlaciones no significativas. Resultados
similares fueron obtenidos por Ramirez et al. [13]
al trabajar con seis ovejas Rambouillet, ya que al
correlacionar los niveles de progesterona sanguinea
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Figura 1. Asignacion de la eficiencia y valores predic-
tivos para el diagndstico en venadas cola blanca (Odo-
coileus virginianus), usando cuatro valores de corte de
niveles de metabolitos de progestinas en heces.

con heces obtuvo en un animal una correlacién alta-
mente significativa, en otros dos la correlacién fue
significativa y en los tres animales restantes no fue
significativa, llegando inclusive a obtener un valor
negativo, concluyendo que los niveles de progestinas
fecales fueron buen indicador de la actividad ovérica
en solo tres de las ovejas estudiadas, y que el valor
negativo pudo deberse a un error experimental. Tam-
bién consideré necesario realizar la investigacion
con un ndmero de animales que sea estadisticamente
significativo.

Los resultados obtenidos pueden deberse a varios
factores, uno de ellos son las variaciones individuales
en la excrecion y metabolizacion de progesterona, las
cuales pueden influir en los perfiles hormonales [14];
este hecho debe ser tomado en cuenta con cuidado,
ya que se encontrd gran variacién en los resultados
analizados de manera individual; si este hecho se
debiera a las variaciones individuales, estas serian
demasiado grandes para considerar que las progesti-
nas fecales reflejan de manera indirecta la actividad
lutea; sin embargo, estos metabolitos han sido consi-
derados buenos indicadores de la actividad ovérica
en felinos, primates, ungulados y especialmente en
Mazama americana [15] y M. gouazoubira [16] y
otras especies, tanto domésticas como de zooldgico
[14]. Brousset et al. [17] reportan que las variables
que afectan la concentracién hormonal contenida
en los excrementos son: constipacion, diarrea, res-
triccion de alimentos, cantidad de fibra en la dieta,
tratamientos con antibidticos que afecten la micro-
biota intestinal y las caracteristicas metabdlicas de
cada individuo, lo cual también ha sido reportado
por Palme et al. [18].
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Otro de los factores que debe ser considerado es el
tipo de anticuerpos utilizados para medir la concen-
tracién de progestinas, ya que el que se utiliz6 para
la medicién de estos metabolitos presenta 100 % de
especificidad para la progesterona, siendo muy baja
su reaccion cruzada con otras progestinas, aunque ha
sido utilizado anteriormente para medir progestinas
fecales en rumiantes [11]. Cuando se ha medido la
excrecion de progesterona en las heces de caballos,
felinos, primates, rinocerontes negros y otros mami-
feros, se han encontrado varias progestinas presentes,
y al separarse los metabolitos fecales mediante Cro-
matografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC), se
han detectado ocho metabolitos de progesterona [14].
Estos metabolitos presentan un patrén similar al de
las progestinas, y la presencia de progesterona tnica-
mente se ha detectado en cantidades limitadas o no
ha sido detectada. Por lo anterior, y siendo el estuche
utilizado tan especifico para progesterona, pudieron
haberse subestimado las cantidades reales de pro-
gestinas, tal como lo mencionan Schwarzenberger et
al. [19]; asi mismo, Mostl, citado por Graham et al.
[20], recomienda usar un antisuero menos especifico,
debido a la variedad de progestinas observadas en
diferentes especies, y sugiere utilizar un anticuerpo
que pueda tener reaccion cruzada con varias proges-
tinas. Las aseveraciones anteriores serian aplicables
en el caso de las venadas; Kapke et al. [21] demostra-
ron que en heces se encuentran cantidades mayores
de progestinas que de progesterona, siendo el preg-
nanediol la progestina mds abundante.

Otro de los factores que pudo haber influido en
los resultados es el tiempo en el cual se realizaba
la colecta de las heces; Williams [22] determind, en
vacas, que 12 horas después de la infusion de hidro-
xiprogesterona radiactiva ya se habia recuperado la
mayor parte de las progestinas excretadas por las
heces; Palme et al. [18] reportaron que en las ovejas
el pico de excrecion de esteroides fecales ocurre 12
horas después de la infusién de esteroides radiacti-
vos, y Kapke et al. [21] encontraron que los picos
de excrecién en heces ocurrian 24 horas después
de haber sido inyectada progesterona radioactiva en
venadas.

Por otra parte, las progestinas de las hembras que
se encontraban fuera de la estacion reproductiva, y
que no parieron, mostraron valores de 2544 ng/g a
12596 ng/g, y aquellas que parieron tuvieron niveles
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de progestinas que iban de 3600 ng/g hasta 37656
ng/g. Aunque la cantidad mayor presentada por las
venadas gestantes es casi cuatro veces mds alta que el
nivel de progestinas encontradas en venadas que se
encuentran en la fase lutea del ciclo, el nivel menor
esta dentro de los valores para fase litea, por lo que
claramente se nota que los valores se traslapan.

En la literatura se encuentran pocos registros de
valores de progesterona sanguinea para venadas.
Plotka et al. [23] registran un rango amplio, que va
de 4,5 ng/ml a 13,5 ng/ml, el cual presenta valores
similares a los encontrados en venadas que estaban
en la fase luteal del ciclo estral. Los niveles de pro-
gesterona permanecen elevados durante la gestacion
y declinan una semana antes del parto, tendiendo a
ser mds altos cuando la venada tiene mds fetos o es
multipara, ocurriendo traslape de estos valores. Es-
tos datos nos indican los factores que influyen en el
amplio rango de niveles de progestinas encontradas
en las venadas y el traslape que ocurre entre ellos.

Se presentaron cuatro casos en los cuales se reali-
76 el diagndstico positivo y resultaron verdaderos
positivos, con lo cual se confirmé que las proges-
tinas medidas correspondian a la progesterona pro-
ducida por el cuerpo liteo de la prefiez. En otros
cuatro casos, el primer muestreo tuvo niveles altos
de progestinas; posiblemente, estas venadas toda-
via presentaban ciclos estrales, puesto que para el
segundo muestreo ya habian bajado las cantidades
de progestinas a niveles considerados negativos a
la presencia de gestacion. En el caso de una vena-
da que fue separada de este trabajo, se le colectd
sangre durante la fase de induccién, en dos ocasio-
nes a que fue sometida a contencién quimica, y en
los dos muestreos present6 cantidades elevadas de
progestinas, sin estar gestante, esto podria deberse a
la produccién extraovdrica de progesterona, debido
al estrés que le causa estar adaptdndose a un nuevo
medio, estableciendo su territorio y jerarquia, ya que
es la tinica que para el mes de mayo tenia elevados
los niveles de progestinas.

Estos resultados son similares a los mencionados
por Polegato [24], quien registra que en estas situa-
ciones de estrés la corteza suprarrenal libera cortisol,
que actia mediante la movilizacion de reservas de
energia de acuerdo con las necesidades fisioldgicas
durante el estrés, y la progesterona suprarrenal esti-
mula la inhibicién del pico preovulatorio de LH. Ello
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indica que en estos procesos los eventos reproducti-
vos pueden ser fisiol6gicamente modificados, lo que
podria afectar los valores registrados de los andlisis y
la informacién obtenida, lo cual es coincidente con lo
reportado por Lasley et al. [25], Morrow & Monfort
[26] y Hamasaki ef al. [27]. Los niveles sanguineos
de progesterona en venadas sometidas a contencién
fisica y quimica son la suma de lo originado por los
ovarios y la corteza suprarrenal; la depuraciéon me-
dia de los niveles de progesterona sanguinea es de
aproximadamente 30 a 40 minutos después de que el
animal alcanza el estado de sedacién; sin embargo,
los niveles de progesterona ovdrica y extraovdrica se
depuran por vias renal y vesicula biliar, de manera
que los niveles de metabolitos de progestinas fecales
expresan la suma de ambas secreciones [28, 29]. A
partir de este proceso se puede inferir que las corre-
laciones altas entre progesterona sanguinea y fecales
en algunas VCB corresponden a animales que so-
portan el estrés y producen pequefias cantidades de
progesterona suprarrenal, y que las correlaciones ba-
jas corresponden a animales con los cuales sucede
lo contrario.

En cuanto a la eficiencia en la determinacién de
prefiez en hembras fuera de la época reproductiva, se
encontré que era del 77,7 % en la determinacién de
la presencia o ausencia de la gestacion. Esta eficien-
cia es inferior a los resultados obtenidos en trabajos
similares. Montfort et al. [30] trabajaron en alces
(Alces alces), y obtuvieron un 85 % de efectividad al
determinar la prefiez en estos por medio de los nive-
les de progestinas en heces, cuantificados por RIA.
Por su parte, Berkeley et al. [31], al medir los niveles
de progestinas por medio de ELISA para determinar
la gestacién en 13 rinocerontes negros (Diceros bi-
cornis), obtuvieron 92 % de exactitud para confirmar
la prefiez.

En relacién con trabajos anteriores, la eficiencia
es un poco menor y puede deberse a la especificidad
de anticuerpos antiprogesterona para cuantificar me-
tabolitos de progesterona; sin embargo, fue eficiente
para diagnosticar la gestacion, probablemente, por
la mayor cantidad de progestinas presentes en las
heces de los animales gestantes, lo cual aumenta la
competencia del antigeno por el sitio de unién [32].

Knox et al. [33] encontraron que la variacion entre
los niveles de progesterona sanguinea y sus meta-
bolitos en orina de VCB también es muy alta. Los
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valores se extienden de 0,37 hasta 0,78, y el valor to-
tal de correlacion es de 0,10. Probablemente la via de
metabolizacién y depuracién de los metabolitos de
progestinas puedan variar entre diferentes especies,
por lo que no se podrian utilizar los mismos com-
puestos quimicos como indicadores de progesterona
sanguinea; sin embargo, los niveles de pregnanediol-
glucurénido en heces y orina se han tomado como
indicador de actividad ovarica en algunos primates,
rinoceronte y okapi [14].

El valor de eficiencia del diagndstico de gestacion
es relativamente bajo; sin embargo, el valor predicti-
vo negativo supera al de eficiencia y al valor predicti-
vo positivo; ello indica que la técnica del seguimiento
remoto empleado en el presente estudio tiene mayor
probabilidad de diagnosticar la no gestacién que la
gestacion positiva; tal resultado es el esperado, pues-
to que las técnicas de RIA para estimar los niveles
de progesterona sanguinea en animales domésticos
son m4s eficientes para diagnosticar la no gestacion.
En esos estudios la eficiencia del diagndstico oscila
entre 76 y 94 %; los valores de eficiencia superiores
al 50 %, como el alcanzado en este trabajo, indican
que la probabilidad de diagnosticar gestacién exito-
samente es significativamente mayor que el obtenido
mediante el azar; entre mds cercanos sean al 100 %,
son mas confiables [34].

4. Conclusiones

Es posible diagnosticar gestacion fuera de la épo-
ca de reproduccién mediante los niveles de metabo-
litos de progestinas fecales en VCB en cautiverio,
tomando 4000 ng/g de heces como valor de corte.
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