MANUAL DE REPRODUCCION ASISTIDA DE PANDA GIGANTE
(Ailuropoda melanoleuca) EN CAUTIVERIO

ANEXO TECNICO

Periodo de realizacion: 22 de agosto al 11 de diciembre de 2010

(Pekin y Chengdu, China)

Realizador: MVZ Saul Soto Mendoza

Diciembre 2010



INDICE

l. INTRODUCCION 3
Il. MONITOREO REPRODUCTIVO 4
a. Monitoreo hormonal 4
b. Citologia vaginal 5
c. Evaluacion conductual 6
[l. COLECCION, MANEJO Y CONSERVACION DE SEMEN 6
a. Coleccion de semen 6
b. Evaluacion seminal 7
c. Criopreservacion de semen 8
d. Recuperacién espermatica post-congelacion 10
V. INSEMINACION ARTIFICIAL (IA) 12
a. Inseminacion uterina con catéter escandinavo 12
b. Inseminacién intra-uterina con laparoscopia 13
V. INDUCCION DEL CELO Y SUPEROVULACION 14
VI. COLECCION DE OVOCITOS 16
a. Aspiracion de ovocitos por laparoscopia 16
b. Colecciéon de ovocitos postmortem 17
VII. VITRIFICACION DE OVOCITOS/EMBRIONES Y TEJIDO OVARICO 17
a. Vitrificaciéon de ovocitos/embriones 17
b. Vitrificacion de tejido ovarico 18
VIll.  FERTILIZACION in Vitro (FIV) 19
IX. INYECCION INTRACITOPLASMATICA 19
X. BIBLIOGRAFIA CITADA 21
XI. APENDICES 25
APEDICE |. Equipo y Material necesario que se necesita adquirir para la

implementacion de técnicas de reproduccion de alta complejidad.



l. INTRODUCCION.

Los pandas gigantes son un reto para reproducirlos en cautiverio debido a sus
caracteristicas reproductivas muy particulares. Las hembras alcanzan la madurez
reproductiva hasta los 5-6 afios de edad, son consideradas monoestricas estacionales
con un periodo fértil de solo 24 a 72 horas, la gestacién puede durar de 85 a 185 dias,
regularmente tienen una cria y rara vez dos con un intervalo entre partos de 18 meses.
Asi mismo los machos alcanzan la madurez reproductiva un poco mas tarde, a los 6- 7
afios de edad (Nowak, 1999; McGeehan et al, 2002). En las hembras de esta especie la
amplitud observada en la gestacion es debido al fendmeno llamado implantacion
retardada, que es el intervalo de tiempo entre la formacion del conceptus hasta su
implantacion en el Utero y el comienzo del desarrollo fetal que en esta especie es variable.
Los factores enddcrinos y paracrinos que dirigen esta caracteristica aun se desconocen.
Ademas las pandas gigantes manifiestan pseudogestacion, con la cual exhibe conductas
y cambios fisiol6gicos y hormonales similares a una gestacion verdadera (Steinman et al,
1998).

Durante la estacion sexual la hembra y el macho sincronizan las conductas
proceptivas y receptivas de la hembra usando comunicacién quimica (por medio de
hormonas “marcando” y “orinando”) y vocal (“borregueo”). Las conductas proceptivas
incluyen el acercamiento o proximidad y el contacto aumentando la atractividad de la
hembra hacia el macho, posteriormente las conductas receptivas como la presencia de
lordosis y el levantamiento de la cola preceden a los intentos de monta por el macho.
Finalmente el climax de las conductas receptivas facilitan la copula, la intromision y la
transferencia del esperma durante el periodo mas probable para la fertilizacion
(McGeehan et al, 2002).

Para establecer las técnicas de reproduccion asistida en los pandas gigantes que se
usan en la actualidad, ha sido necesario describir con detalle eventos reproductivos tales
como la duracion de la estacion sexual y anestro, gestacion o el ciclo estral. Para ello, se
desarrollaron métodos no invasivos, que permiten monitorear en cautiverio, con
observaciones de la conducta, la cuantificacion de hormonas en orina utilizando
inmunoensayos y la citologia vaginal. Asi mismo la inseminacion artificial ha sido
realizada con semen fresco (obtenido por electroeyaculaciébn) o congelado y la

combinacién de ambos, dentro de las primeras 36 horas después de la ovulacion.



La utilizacion de técnicas de alta complejidad, como la vitrificacion de ovocitos y la
fertilizacién in vitro, asi como la conservacién de embriones es un campo muy poco

explorado en esta especie.

El presente manual ha sido redactado mediante una revision bibliografica de la
informacién publicada hasta el momento y la informacién obtenida de primera mano de
especialistas en reproducciéon asistida de panda gigante durante la realizacion de dos
estancias en la R.P. China, una en el Centro de Investigacion sobre Panda Gigante del
Zooldgico de Pekin y otra en el Centro de Reproduccion e Investigacion del Panda
Gigante de Chengdu (CRIPG). Este manual es parte fundamental del “Plan Estratégico de
Conservacion del Panda Gigante” de la DGZVS-GDF que se ha venido desarrollando en
los ultimos afios y en donde a través de la participacion del personal médico en el
Programa de Becas del Centro de Estudios China-México se ha fortalecido.

Il. MONITOREO REPRODUCTIVO.

A) Hormonas reproductivas.

La cuantificacién de hormonas reproductivas en orina en el Zooldgico de Chapultepec
al igual que en el Centro de Reproduccion e Investigacion en Panda Gigante (CRIPG) en
Chengdu se realiza mediante un ensayo inmunoenzimatico (EIA, por sus siglas en inglés),
especifico a estrogenos (estrona conjugada, E1G, Davis California) y progestagenos
(pregnandiol conjugado, PdG, Davis california), a partir de anticuerpos (Ab) monoclonales
Ab-R522-2 y Ab-P13904 respectivamente segun el método de Czekala et al., (2000) y
McGeehan (2004).

En el Zoolégico de Chapultepec monitoreo hormonal estrogénico comienza a partir del
mes de enero hasta el mes de abril de cada afio. El perfil estrogénico denota que una vez
gue la hembra comienza a aumentar los niveles basales (>20 ng/mg Cr) tarda alrededor
de 8 dias (+/-2 dias) en llegar al pico coincidiendo con la mayor frecuencia de conductas
proceptivas, considerandose el dia del pico estrogenico (400-900 ng/mgCr) el dia O
(probable dia de ovulacion). Una vez llegado al maximo de los niveles estrogénicos se
observa un descenso subito de la concentracién hormonal llegando a valores menores a

20 ng/mgCr en 24-36 hrs aproximadamente y mantenerse en valores basales nuevamente



a partir del dia +2 que coincide con el mayor indice de receptividad. Por otro lado la
presencia de un aumento de los progestagenos en orina después del nivel maximo de
estrogenos es un indicador de la presencia de un cuerpo liteo. La concentracion
hormonal es indexada con la concentracién de creatinina (ya que su excreciéon en la orina
es constante), las determinaciones hormonales de E1G y PdG se expresan en ng/mg de

creatinina.

Ademas de la cuantificacion de estrégenos en orina para la determinacion del estro, el
equipo de investigacién de la Dra. Hou Rong, Directora del Centro de Reproduccion,
CRIPG de Chengdu, esté estandarizando una técnica de ELISA para la cuantificacion de
LH (hormona luteinizante) en orina para aumentar la precision en la determinacion del

momento de ovulacion.

Esta prueba es una alternativa factible para implementarse en el Laboratorio de
Reproduccién y Endocrinologia de la DGZVS, como herramienta para la determinacion de
la ovulacion de las hembras de panda gigante que sean estimuladas hormonalmente con
métodos ratificiales. Se trata de un kit de ELISA comercial de tipo inmunométrico para la
cuantificacion de LH sérica para canidos domésticos. Segun el equipo de la Dra Rong se
realiza el ensayo siguiendo las instrucciones del fabricante sin ninguna modificacion.
Usando orina completa. La concentracién de LH obtenida se indexa con la concentracion
de creatinina de la misma muestra y los resultados se correlacionan con la concentracion

de estrégenos urinarios.
B) Citologia vaginal.

El andlisis de la citologia exfoliativa vaginal representa un método rapido y practico
para realizar el monitoreo del estro de las hembras, ya que las modificaciones del epitelio
vaginal correlacionan con los niveles estrogénicos. En el panda gigante se realiza la toma
de muestras por condicionamiento conductual a través de refuerzos positivos, desde
principios de febrero diariamente si el temperamento de los ejemplares lo permite, a
medida que las hembras van aproximandose a su pico estral permiten un mayor manejo,
facilitando la colecta. La técnica de tinciébn empleada en el Zoolégico de Chapultepec es la
de Papanicolau (PAP, maodificada por Durrant, et al 2000, 2002, 2003) ya que con esta
tincion tricromica se ha podido observar y evaluar ademas de la morfologia celular, los
cambios cromaticos en las células con cierta regularidad en la especie. Apreciandose un

primer viraje cromatico de basofilico (azul) a acidofilico (rosa) 8 dias (+/- 2) previos a la



ovulacién, generalmente acompafiado de un incremento gradual de células superficiales.
Y un segundo viraje cromético 2 dias previos a la ovulacion cuando se observa un
incremento de superficiales anucleadas de color naranja, (denominadas queratinizadas)
reemplazando a las acidofilicas. Dado que las variaciones en la morfologia celular, los
valores maximos por individuos son bastante variables, se ha considerado en el caso de
panda gigante las variaciones crométicas tan importantes como la morfologia, siendo un
parametro mas para ayudar a determinar el momento probable de la ovulacion. A
diferencia del Zoolégico de Chapultepec, en ambos centros de investigacion chinos donde
se realizaron estancias esta practica la hacen con tincion Diff-Quick siguiendo un
protocolo para canidos, que segin comentaron les ha dado muy buenos resultados.

C) Evaluacién conductual.

Las evaluaciones del comportamiento se basan, en determinar las proporciones y
frecuencias de presentaciébn de las diversas conductas que pueden presentar los
animales en la estacion sexual. Clasificandose y cuantificAndose en eventos reproductivos
y estados de comportamiento durante el dia para ser relacionados con el perfil hormonal
estrogénico.

Se determinan la presencia y frecuencia de conductas sexuales caracteristicas de la
especie como son: “marcaje anogenital”’ (frotamiento de la region contra alguna superficie),
incremento de actividad (locomocion, juego, etc.), frecuencia, intensidad y tipo de
vocalizaciones (“borregueo”, ladrido, chillido, gemido, etc.), aumento en la respuesta a
otros ejemplares y/o incremento de receptividad, disminucion del apetito, masturbacion,
etc. En el celo la hembra emite el llamado “chirrido sexual” (una especie de gemido),
mostrando lordosis con la cola levantada y si es compatible con el macho le presentara el
tren posterior e incluso puede retroceder hacia él. Todas estas conductas van en aumento
en relacién directamente proporcional a los niveles estrogénicos detectados (McGeehan.,
2004).

. COLECCION, MANEJO Y CONSERVACION DE SEMEN.

A) Colecciéon de semen.

1. Por electroeyaculacion.



En los machos de esta especie el semen se obtiene mediante electroeyaculacién, en
animales anestesiados, usando una sonda rectal de 2.6 cm de didmetro con tres
electrodos, conectada a un estimulador eléctrico (60-Hz), el eyaculado (0.5-1ml) se
obtiene mediante tres series de 30 estimulos eléctricos con un voltaje variable (2-8V), este
proceso requiere aproximadamente 20 min (Platz et al, 1983; Howard et al., 2006).

La electroeyaculacién consiste en la estimulacion eléctrica y por via rectal de las
glandulas accesorias del aparato reproductor del macho, como son las vesiculas
seminales y la préstata, pero principalmente el centro eyaculatorio que se encuentra en
las ramificaciones nerviosas de la columna vertebral, entre las Ultimas vértebras lumbares

y las dos primeras vértebras sacras (Hafez y Hafez, 2000)
2. Postmortem.

En machos que fallecen se puede recolectar semen antes de 4 horas postmortem,
mediante la diseccion de la cola del epididimo testicular. En cada cola del epididimo se
hacen cortes en diferentes direcciones con una navaja de bisturi y cada corte se enjuaga
con pequefias cantidades de medio de cultivo celular a base de HEPES, hasta completar

un volumen de 12 ml (Pérez et al,. 2004).
B) Evaluaciéon seminal.

Se basa en los criterios de normalidad del Manual de laboratorio de la OMS para el
examen del semen humano y de la interaccion entre el semen y el moco cervical (2007).

Brevemente:

Examen macroscopico: En este examen se estudia el volumen, color, consistencia,

viscosidad, olor, etc, mediante la observacion directa de la muestra en un tubo.

Examen microscopico: En el examen microscopico se observan y se miden mediante
microscopio de contraste de fases determinadas caracteristicas de los espermatozoides

como:

* Motilidad: Con ayuda del contador digital de células se cuentan 100 células
evaluando el tipo de motilidad individual y se reporta en porcentaje.

+ Concentracion: Se realiza una dilucion de 1:200, posteriormente se coloca una
gota en cada extremo de la camara de Neubauer, permitiendo que el liquido se

desplace por debajo del cubre objetos. El conteo se realiza Unicamente en los 4



cuadros grandes de las esquinas y el del centro, asegurandose que el
espermatozoide este dentro de los limites del cuadro.

* Viabilidad: En un portaobjetos precalentado a 37°C se colocan 10l de muestra
espermatica y 10 pl de colorante eosina-negrosina, se hace un frotis delgado. Los
espermatozoides vivos resisten los colorantes, mientras que los muertos los
absorben por lo que es facil de identificar el porcentaje de vivos y muertos.

* Morfologia: La misma muestra utilizada para evaluar viabilidad se observa en el
microscopio, se identifican anormalidades de cabeza, pieza media y cola. Se
contaran 100 células por duplicado.

* Maduros e inmaduros: EI mismo frotis tefiido se observa al microscopio, se
cuantifican los espermatozoides que tienen gota citoplasmatica y los que no hasta
completar 100 células, la diferencia de las cuentas es el porcentaje.

» Integridad del acrosoma: Es evaluada usando un frotis tefiido con tincion de Pope,

contando 100 células para sacar el porcentaje.

C) Criopreservacion de semen.

La conservacidn de semen es una practica de manejo valiosa, ya que con el
procedimiento se hace uso eficaz de la dotacién de espermatozoides disponibles de un
macho y de manera general, el semen congelado dentro de un programa de inseminacion
artificial, permite incrementar el progreso genético y mejorar la eficiencia de la
reproducciéon. También puede emplearse como una herramienta para la conservacion y
multiplicacién de especies silvestres, favoreciendo la preservacion de la biodiversidad
genética (Hafez y Hafez, 2000; Olson et al., 2003; Howard et al., 2006).

Gracias al conocimiento de las caracteristicas y funciones del plasma seminal que
forma junto con los espermatozoides al eyaculado, se han podido hacer los diluyentes

para el semen gue se utilizan en la inseminacién artificial.

El plasma seminal esta constituido por las secreciones de las glandulas bulbouretrales,
la préstata, las vesiculas seminales, el epididimo y los conductos deferentes, siendo un
vehiculo isotdnico, nutritivo y protector al permanecer tamponado, tendiendo hacia un pH
normalmente neutro (5.9 - 7.3). Contiene también agentes antimicrobianos como la
seminalplasmina e inmunoglobulinas, principalmente IgA y una gran variedad de

hormonas como andrégenos, estrogenos, FSH, LH, sustancias similares a la



gonadotropina corionica, hormona del crecimiento, insulina, glucagon, prolactina, relaxina,

destacando entre ellas las prostaglandinas (Hafez y Hafez, 2000; Olson et al., 2003).
1. Proceso de congelacion.

Para el semen de panda gigante se han usado histéricamente dos diluyentes: a) TEST,
preparado combinando Freezing Medium-TEST Yolk Buffer (20% yema de huevo y 12%
glicerol) con Refrigeration Medium-TEST Yolk Buffer (5% glicerol) y b) FSF (Sperm
Freezing Solution) que contiene 20% de yema de huevo y 5% de glicerol como
crioprotector (Olson et al., 2003; Howard et al., 2006).

Una vez colectado el semen se diluye en una proporcion 1:3 con diluyente (TEST o
SFS) a 37°C, entonces se lleva a una temperatura de equilibrio (4°C) en refrigeracion por
4 horas. La congelacion se puede realizar en dos formas diferentes: a) Pellets, colocando
la muestra seminal en hielo seco (-78°C) por 10 o 15 minutos y después se pasan al
nitrégeno liquido a -196 °C vy, b) Pajillas y viales, que después de la temperatura de
equilibrio se colocan en vapores de nitrégeno liquido a -70°C por 10 o 15 minutos vy

después se pasan a nitrégeno liquido (Howard et al., 2006).

Se ha comprobado que mientras mayor concentracidbn espermatica por volumen
contengan los pellets o las pajillas, la motilidad post-descongelamiento disminuira, ya que
posiblemente los ingredientes que se encuentran en el diluyente no son suficientes para
proporcionar un adecuado aporte nutricional y de protecciéon al espermatozoide durante la
congelacion, por lo que esto habrd de considerarse al calcular el nimero de dosis a

obtener de cada eyaculado (Olson et al., 2003).
2. Descongelacion de las muestras.

Tradicionalmente se utilizan dos medios de cultivo para descongelar el semen: a)

Ham’s F10 y b) TCM199 que contienen HEPES 25-mM para mantener en equilibrio el pH.

Los pellets se descongelan sacéndolos del nitrégeno liquido y manteniéndolos 10
segundos a temperatura ambiente y colocandolos en un tubo conteniendo 0.5 ml de

medio de cultivo a 37°C manteniéndolo asi por maximo 90 minutos.

Las pajillas y los viales se descongelan extrayéndolos cuidadosamente del tanque con
nitrégeno liquido y son expuestas durante 10 segundos a temperatura ambiente (25 +/-

2°C), y se ponen a bafio Maria a temperatura de 37°C durante 30- 60 seg, luego se pasan



a un tubo con 0.5 ml de medio de cultivo a base de HEPES a 37°C manteniéndolos ahi

por maximo 90 minutos (Howard et al., 2006).
D) Recuperacion espermética post-congelacion.

Mediante la recuperacion espermética se elimina el plasma seminal y el medio de
criopreservacion y se seleccionan los espermatozoides con mejor movilidad. Son muchas
las técnicas empleadas para tal efecto basadas en las mas diversas hipotesis de conducta
de los espermatozoides frente a ellas (Hafez y Hafez, 2000). En este apartado solo se
comentaran las que mejor resultado han dado en el Centro de Reproduccién e
Investigacibn. CRIPG de Chengdu para realizar fertilizacion in vitro e inyeccién

intracitoplasmatica de ovocitos recuperados postmortem de panda gigante.
1. Selecciéon de espermatozoides mediante “Swim-UP”.

Esta técnica se basa en la capacidad que tienen los espermatozoides con motilidad

progresiva de avanzar en un medio de cultivo adecuado, Brevemente:

Se coloca la muestra seminal en un tubo Falcon de 10 ml y se afiade medio IVF
(Medicult, Denmark) en proporcion 1.2 6 1:3. Se centrifuga 10 minutos a 600 g y se
decanta con cuidado. Una vez decantado, se afiade al pellet (botdn celular) entre 0.3-0.5
ml de medio, dejando resbalar cuidadosamente por las paredes. Se coloca en el
incubador 45 minutos a 37°C, permitiendo a los espermatozoides méviles migrar desde el
pellet gracias a su propia movilidad en el medio de cultivo. Por dltimo, se aspira
cuidadosamente el sobrenadante que contiene los espermatozoides mdviles que han

ascendido.
2. Método de centrifugacién por gradientes continuos.

En el CRIPG de Chengdu utilizan el sistema “Pure Sperm System” (Scandinavian IVF,
Gothenburg, Swewden). Se compone de particulas de silice coloidales especialmente
tratadas para mantener la viabilidad de los espermatozoides. Se trata de un sistema
disefiado para sustituir al Percoll, manteniendo el principio de separaciéon por gradientes
de densidad.

Usando gradientes de 90%, 75% y 45%. Dependiendo de la calidad de la muestra
espermatica, varia el volumen de cada uno de los gradientes: a) si hay >15 x 10°

espermatozoides moviles progresivos/ml se colocan 1.5 ml de cada unos de los
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gradientes, b) 6-15 x 10° espermatozoides méviles progresivos/ml se colocan 1.0 ml de
cada unos de los gradientes, c) 0.6-5 x 10° espermatozoides mdviles progresivos/ml se
preparan minicolumnas con 0.5 ml de cada gradiente y d) 0.2-0.5 x 10° espermatozoides
moviles progresivos/ml, se pueden preparar gradientes de un volumen inferior a 0.5 o

simplemente concentrar la muestra por centrifugacién con medio de cultivo.

La columna de gradientes de densidad se monta en un tubo conico. Primero se coloca
el gradiente de 90%, dejando resbalar suavemente por las paredes del tubo, asegurando
que éstas estén bien mojadas. A continuacion se coloca el gradiente de 45%, dejando
también resbalar por las paredes. Por ultimo se coloca entre 0.5-1ml del semen en la
parte superior de la columna. Las columnas se centrifugan durante 20 minutos a 300 g.
Con pipeta Pasteur se recupera el pellet del fondo del tubo cénico y se re-suspende con
3-5 ml de medio IVF.

Si es necesario el lavado se centrifuga 5 minutos a 600 g y se elimina el sobrenadante,
se re-suspende el pellet en 1 ml de medio IVF y se mantiene en el incubador hasta el

momento de su uso.

Nota: siempre re-suspender en 1 ml de medio IVF, independientemente de la calidad
de la muestra, con ello evitamos que se apelmace la muestra lo cual dificulta su posterior

manejo.
3. Concentracion de espermatozoides por centrifugacion.

Este es el método de elecciéon en muchos casos, cuando la concentraciéon es inferior a
100, 000 de espermatozoides moéviles progresivos/ml o cuando la movilidad es muy

reducida.

Al igual que en el Swim Up, se centrifuga el total del semen entre 5-10 minutos a 600g,
con medio IVF en proporcion 1:2 6 1:3. Se elimina el sobrenadante y se re-suspenden los
espermatozoides sedimentados en un pequefio volumen de medio de cultivo Ham’s F10 o
TCM 199.

4. Capacitacién y Reaccion acrosémica.

El fin de la capacitacion espermética es, por definicion, la preparacion del
espermatozoide para sufrir la reaccidn acrosomica. Se han desarrollado métodos

indirectos que utilizan lecitinas marcadas con fluorescencia, anticuerpos monoclonales y
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técnicas de tefiido, para visualizar la presencia o ausencia del acrosoma (Hafez y Hafez,
2000). El acrosoma reacciona fisiol6gicamente cuando se une a la zona pellcida, siendo
esta el inductor natural del proceso, por lo que parece mas interesante el estudio de la
capacidad de reaccion que presenta el acrosoma de una muestra determinada, ya que si
no es capaz de reaccionar aunque esté presente, no tendra ninguna utilidad el estudio de

su presencia (Splinder et al., 2004).

Asi para realizar el estudio de la reaccién del acrosoma se debe utilizar un activador
de esta lo mas fisiolégico posible. Por el momento, se han utilizado el 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMX) y AMP ciclico-dibutil, ionoforo de calcio (CI-A283187) como
aceleradores quimicos, pero también se han utilizado zonas pellcidas de ovocitos de gato
doméstico y Ursidos silvestres solubilizadas en el caso de los espermas del panda gigante
(Splinder et al., 2004; Howard et al., 2006).

Otros de los aspectos importantes a tener en cuenta cuando se realiza este tipo de
estudio, segun la Dra Rong, es la vitalidad celular ya que un espermatozoide muerto
puede haber perdido el acrosoma, con lo que pareceria que ha reaccionado frente al
estimulo, dando falsos positivos. Para solucionar este problema se debe afiadir al estudio
una prueba de vitalidad, siendo la més efectiva el Test Osmético como el descrito por
Chen et al. (1989) o Matson et al. (2008). Se considera que la funcién espermatica es

normal si la capacidad de experimentar la reaccién acrosomal es inferior al 10%.

V. INSEMINACION ARTIFICIAL (IA).

En el caso del panda gigante, la correspondencia entre todos los factores evaluados
en el monitoreo durante la estacion sexual, hormonas, conducta y la citologia vaginal, es

fundamental para decidir el mejor momento para realizar la inseminacién artificial.
A) Inseminacién artificial (IA) con catéter escandinavo.

Es el método de inseminacion usado hasta ahora en panda gigante aumentando su
éxito cuando se realiza intercalandolo con la monta natural, éste método es el que se
utiliza en el Zoolégico de Pekin y el CRPG de Chengdu. Con la diferencia que Mr Liu
Xuefeng, experto en reproduccion de panda gigante del Centro de Reproduccion del

Zooloégico de Pekin, combina y/o alterna semen fresco o descongelado en cada IA
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después de la monta natural y asi obtiene una fertilidad superior al 90% vy le sirve para
saber, cual de las muestras seminales fertilizaron al évulo y en qué dia del celo, por medio

pruebas de paternidad a los cachorros obtenidos.

En el caso del Zoolégico de Chapultepec se realizaban de una a tres IA, en los dias
+2 y +5 con respecto del pico hormonal estrogénico (dia 0), con un intervalo de 24 hrs'y
una cantidad minima de 50 x 106 espermatozoides mdviles por dosis, con semen fresco
(Gual y Pulido, 1997) y congelado del mismo macho, hasta la temporada reproductiva

2009, sin provocar alguna gestacion con cria.

La IA intra-vaginal con el catéter escandinavo se realiza bajo sedacién de la hembra.
El catéter interno de acero de 1 - 2 mm de grosor con 30 cm longitud, es introducido en la
vagina con la ayuda de un vaginoscopio. Se debe tomar en cuenta que existe un vestibulo
inmediatamente después de la vulva, en el fondo de éste se encuentra el “falso cérvix”
que contiene la abertura de la vagina, el himen y la abertura de la uretra, generalmente la
vagina se encuentra dorsal y muy cerca de la salida de la uretra, la vagina contiene
pliegues longitudinales y transversales antes de llegar al verdadero cérvix donde se
deposita el semen (Gual y Pulido, 1997).

B) Inseminacion intra-uterina usando laparoscopia.

No existen reportes de inseminaciones intrauterinas en panda gigante, tampoco se ha
ensayado en los centros de investigacion en reproduccion de esta especie en China, han
optado por realizar inseminacion intra-vaginal con catéter escandinavo alternadas con
monta natural por la disposicién de machos y, usando solo la IA en aquellos casos donde

el acoplamiento de parejas no fructifico y/o existen agresiones entre congéneres.

Sin embargo la laparoscopia abdominal es una alternativa tomando en cuenta la baja
calidad del semen congelado en la DGZVS y a la falta de machos de esta especie. Ya que
en la inseminacién intra-vaginal con semen congelado, es necesaria una concentracion
minima de 100 millones de espermatozoides moviles (<60%) en un volumen de 0.25 ml,
mientras que para la inseminacion intrauterina por laparoscopia se pueden utilizar solo 20

millones de espermatozoides moviles (>60%) en el mismo volumen.

La Cirugia Laparoscépica (CL) utiliza una microcAmara de television compuesta de un
teles-copio, que se denomina Laparoscopio, con el cual visualiza el interior del abdomen.

Como el interior del abdomen es oscuro, se tiene que agregar luz a través del mismo
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laparoscopio utilizando una fuente de luz fria, transmitida a través de fibra dptica. A esto
se agrega un Insuflador, que es un dispositivo que insufla CO? por una aguja (aguja de
Verres) previamente colocada en la pared abdominal (Hafez y Hafez, 2000).

Una vez visualizada la cavidad abdominal por un circuito cerrado de TV. Es necesario
introducir la pistola de inseminacién y pinza de toma Babcock a la cavidad para manipular
el Utero, y se deposita el semen en el cuerno uterino ipsilateral al ovario con cuerpo luteo.
Los dispositivos que permiten la entrada y salida de los diversos instrumentos quirdrgicos
son los trécares, cuya longitud es de 33-40 cm y su didmetro entre 10 y 5 mm. Los
trocares constan de dos partes: el trécar que es un punzon que atraviesa la pared
abdominal, y la camiseta o funda que queda para la parte operativa; esta funda permite la
introduccién de los instrumentos sin perder la presion de CO? del Neumoperitoneo.
Terminado el procedimiento se aspira el neumoperitoneo y se suturan las puertas de
entrada de los trécares. Es un procedimiento que es menos doloroso por el hecho de no
haber una gran incision en la pared abdominal (Ramirez-Molina et al., 2005).

V. INDUCCION DEL CELO Y SUPEROVULACION.

Durante décadas se ha trabajado intensamente en protocolos de induccién de celos y
superovulacion con eCG (Gonadotropina Sérica Equina, por sus siglas en inglés) y hCG
(Gonadotropina Coriénica Humana, por sus siglas en inglés) en animales domésticos. En
panda gigante el primer reporte data de 1999, donde una hembra (SB 414) que habia
expresado anovulacion y carencia de conducta reproductiva un afio antes, por lo que en la
temporada reproductiva de 1999, en un intento para inducir el estro e incrementar las
posibilidades de monta se le administré FSH y hCG, la FSH fue administrada desde el dia
-8, incrementandose la dosis a partir del dia -6 y el dia de la monta (dia 0) se administré
hCG, incluso se insemind en el dia +2, se pudo regular el perfil hormonal estrogénico y
progestageno e incrementar la conducta reproductiva sin mostrar gran interés por el
macho, ese afio no se obtuvo cria. Un afio después se observaron parametros normales
en cuanto a los perfiles hormonales y conductuales de estro, la monta ocurrié en el dia +1
y se insemino artificialmente el dia +4, se obtuvo una cria después de 121 de gestacion a

partir del dia de la primera cépula (Steinman et al., 2006).
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Este tema se abordd con los expertos en reproduccion de panda gigante en ambas
instituciones donde se realizaron las estancias, considerando dos métodos de
estimulacion hormonal (Deslorelina-GnRH-antagonista vs eCG/hCG) y de acuerdo a su
experiencia y conocimiento se llegd a la conclusion que la segunda opcién era la mejor
alternativa en el caso de las pandas gigantes en México, debido a su edad, historial
reproductivo y a la ausencia de macho.

La hCG es una proteina que consta de dos cadenas peptidicas (a y ) y que contiene
galactosa y hexosamina, su peso molecular es de 30.000 y posee una vida media de 8 a
12 horas. Es quimicamente diferente de la hormona luteinizante pero su accion biologica
es muy semejante, teniendo también cierta actividad semejante a FSH. La hCG se forma
en los citotrofoblastos de las vellosidades corinicas de la placenta humana y aparece en
la orina a las pocas semanas de la concepcion (Yen et al., 2001). Desde el punto de vista
farmacologico la hCG es un producto que causa ovulacion en la hembra. Su uso en
medicina veterinaria es amplio, para provocar ovulacién en la hembra en el momento de
ser servida, como agente terapéutico para inducir luteinizaciéon y posible ovulacion en
quistes ovaricos. La administracion de hCG puede estimular los ovarios de cualquier

especie animal (Stornelli et al., 2006).

La eCG es una glicoproteina, con un peso molecular de 68.000 y una vida media de
aproximadamente 26 horas. Se forma en las copas endometriales del Gtero de yegua
gestante. En la mayoria de las especies la actividad bioldgica de la eCG es similar a la de
FSH incluso cuando es administrada a hembras de otras especies. Su periodo de accion
es largo debido a que no pasa el filtro renal. Esta hormona causara un marcado desarrollo
folicular en la mayoria de las especies y es utilizada para inducir superovulacién. La eCG
es utilizada para inducir el desarrollo folicular en los ovarios inactivos de animales
sexualmente maduros. Por otra parte, esta hormona posee suficiente actividad LH para
provocar ovulacién en la mayoria de los casos. Los ovarios inactivos que por cualquier
causa se encuentran en estado quiescente pueden entrar en actividad luego de la
administracion de eCG. Con dosis elevadas se puede producir super-ovulacion.
(Stabenfeldt, 1993; Stornelli et al., 2006).
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VI. COLECCION DE OVOCITOS.

La coleccién de ovocitos y su maduracion ofrece una importante alternativa para
preservar los recursos genéticos, de animales silvestres amenazados o en peligro de

extincion.

A) Aspiracién de ovocitos por laparoscopia.

Aunqgue en los Centros de Reproduccion e Investigacion de Pekin y Chengdu no se
haya practicado esta técnica debido a las condiciones existentes para la reproduccién del
panda gigante en ese pais, es factible realizarla en el Zool6égico de Chapultepec con la
ayuda de especialistas integrantes del Grupo de Especialistas Médicos Asesores (GAME)
de la DGZVS.

Brevemente: La aspiracidbn de ovocitos por laparoscopia (AOL) se realiza bajo
anestesia general. Afeitando y desinfectando la zona abdominal y, colocado el ejemplar
en la cama de cirugia decubito dorsal en un angulo aproximado de 45° respecto de la
horizontal, de tal modo que los 6rganos digestivos y omento se deslicen hacia el
diafragma y permitan visualizar el tracto reproductivo de la hembra. Para incrementar la
capacidad de visualizacion via laparoscopica se realiza un pneumoperitoneo, insuflando la
cavidad abdominal con aire filtrado o con CO? Una vez que los tres trécares han sido
debidamente insertados y se ha introducido a través de ellos el endoscopio, la pinza de
sujecidon atraumatica y la pipeta de aspiracion, se procede a la puncién folicular y
aspiracion de medio/ovocitos a una velocidad de 50-70 gotas por minuto. A los efectos de
poder visualizar y punzar todos los foliculos de mas de 2 mm presentes, el ovario es
descubierto levantando la fimbria con la pinza atraumatica y tirando en diferentes
direcciones, como para exponer las distintas areas en su superficie. El procedimiento se
repite en ambos ovarios, y antes de quitar el equipo se procede a lavar ambos ovarios con
solucion fisiolégica heparinizada, a los efectos de eliminar cualquier resto de sangre y asi
minimizar los riesgos de secuelas (adherencias). El medio de aspiracién esta compuesto
por medio T199 suplementado con 0.05 mg/ml de heparinay 1 % de suero fetal bovino
(Baldassarre, 2007).
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B) Coleccidon de ovocitos postmortem.

Los ovarios se recuperan dentro de 4 horas después de la muerte del ejemplar. Son
puestos en buffer salino fosfatado (D-PBS) suplementado con 100 Ul/ de penicilina sddica
y 50 ug/ml de estreptomicina para su transporte a 39°C. Una vez en el laboratorio los
ovarios se pesan y se miden y se colocan en cajas Petri con medio de cultivo a base de
HEPES-TL para su diseccién. La superficie de los ovarios se corta con bisturi varias
veces y se agita generosamente. Los ovocitos recuperados se clasifican como normales
(medianamente pigmentados —oscuros- y completamente o parcialmente rodeados por
células del cumulus o con una delgada corona radiata) o como anormales (péalidos de
color, o carentes de células de cumulus o corona radiata) (Yin et al., 2007) y se colocan
en medio TCM199 enriquecido con FSH (10 ug/ml) y LH (20 ug/ml) para su maduracion
por alrededor de 20-22 horas en atmésfera hiumeda con 5% CO? (Zhang et al., 1998),
posterior a esto los ovocitos estan listos para su vitrificacion o su utilizacion en

procedimiento como FIV o ICSI.

VIl.  VITRIFICACION DE OVOCITOS/EMBRIONES Y TEJIDO OVARICO

La criopreservacion, es un procedimiento que nos permite mantener a temperaturas
de -196°C por tiempo indefinido este material biol6gico, para ser utilizado en el momento
mas oportuno. El método de criopreservacién por vitrificacion forma parte de los
procedimientos no equilibrados, ya que las células no estan en equilibrio con las altas
concentraciones de crioprotectores permeables y no permeables antes de un enfriamiento
rapido, constituyendo el desarrollo y la aplicacién de la vitrificacién, una alternativa factible

para la criopreservacion de embriones (Cabrera et al., 2008).

Este procedimiento solo se estd ensayando en el Centro de Reproduccién e
Investigacién en Panda Gigante en Chengdu por el equipo de la Dra. Rong. En el Centro
de Reproduccion del Panda Gigante del Zooldgico de Pekin no se realiza por no contar

con las instalaciones y el equipo adecuados.
A) Vitrificacién de ovocitos/embriones.

La vitrificacion es un método de criopreservacion extremadamente rapido, en el cual

los embriones son incluidos en una solucién altamente concentrada de crioprotectores,
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solidificAndose durante el enfriamiento sin la formacién de cristales de hielo. El fendmeno
requiere de tasas rapidas de enfriamiento, lograndose en condiciones practicas, mediante
la inmersién directa en nitrogeno liquido, representando una velocidad de enfriamiento de
aproximadamente 2.500°C/min, y demorandose asi, pocos segundos en criopreservarse.
La solucién no se cristaliza, se vitrifica, es decir, aumenta abruptamente su viscosidad y
se transforma a un estado sdlido no estructurado similar al vidrio, de donde el método
toma su denominacion, conservando la distribucion normal tanto molecular como iénica
del estado liquido (Ruiz y Correa, 2008; Cabrera et al., 2008).

En el Laboratorio de Reproduccion de la DGZVS se puede realizar esta técnica
usando un kit comercial: Vitrification Kit (CT401-TOP Cryotop Safety kit) Kitazato
BioPharma. Co., Ltd. para la vitrificacion de ovocitos/embriones de humanos, es una
técnica versatil que se puede usar en otras especies como el panda gigante.

B) Vitrificacion de tejido ovarico.

El propésito de este procedimiento es tener tejido ovarico disponible para ser utilizado
luego de descongelado. En la actualidad este es un procedimiento experimental y su
aplicacion clinica es muy limitada. Sin embargo la congelacién de tejido ovarico con sus
foliculos primordiales se estad considerando como una seria alternativa de preservacion
del potencial reproductivo en vista de que mas del 90% de los ovocitos se encuentran

almacenados en esta forma (Avila et al., 2006; Maribet-Lis et al., 2007).

Los ovocitos contenidos en los foliculos primordiales son menos diferenciados, y por lo
tanto mas resistentes a la criopreservacién. Finalmente, con frecuencia la
criopreservacion de tejido ovarico es la Unica opcion de fertilidad futura disponible (Steta
et al.,, 2010). Aungque no todos los foliculos sobreviven el proceso de congelacién -
descongelaciéon y puede ocurrir que muy pocos 0 ninguno sobreviva para ser utilizado

posteriormente.

Hasta que se logre el adecuado desarrollo de la tecnologia de cultivo y maduraciéon en
el laboratorio de los foliculos y ovocitos inmaduros, parece ser que el mejor prospecto de
utilizar el tejido ovarico criopreservado con fines reproductivos lo ofrece el autotrasplante
del mismo en el pediculo ovérico o areas alternativas. En este Ultimo caso se requeriria

hacer captacion oocitaria y FIV para lograr una gestacion (Steta et al., 2010).
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VII.  FERTILIZACION IN VITRO.

La fertilizacién in vitro (FIV) es una técnica por la cual la fecundacién de los ovocitos
por los espermatozoides se realiza fuera del cuerpo de la hembra. La FIV es el principal
tratamiento para la esterilidad cuando otros métodos de reproduccion asistida no han

tenido éxito como la inseminacion artificial (Aller et al., 1986).

El esperma y el ovocito se incuban juntos (en un relacién aproximada 75 000:1) en el
medio de cultivo a base de HEPES durante unas 18 horas. Para entonces la fecundacion
deberia haber ocurrido y el ovocito fecundado deberia mostrar dos pronucleos. El évulo
fecundado se pasa a un medio de cultivo KSOM y se mantiene durante alrededor de 48 h

hasta que alcanza el estadio de 6-8 células (Mucci et al., 2006).

Una vez ocurrido esto se promueve su division celular y crecimiento para dar lugar a
un embrion. Este cultivo dura entre 2 y 5 dias, y es muy importante que se lleve a cabo en
las condiciones Optimas para el embrién, ya que de ello dependera su calidad y la tasa de
implantacién. Para que el crecimiento del embrion se lleve a cabo en las mejores

condiciones posibles se utilizan distintos tipos de medio de cultivo (Mucci et al., 2006).

Aparte de esto, también es muy importante controlar las condiciones de temperatura

(37°C), ausencia de luz, anaerobiosis y pH del medio de cultivo.

IX. INYECCION INTRACITOPLASMATICA (ICSI).

Desde su introduccién en la medicina reproductiva en 1978, la fertilizacién in vitro se
ha considerado un método exitoso de tratamiento de la esterilidad. Casi una década
después, las técnicas de micromanipulacién se aplicaron por primera vez con éxito para el
tratamiento de la infertilidad de factor masculino. ICSI obtiene ovocitos a través de la
aspiracion folicular, la eliminacion de las células del cimulo y la corona radiada y la
preparacion de semen de acuerdo con el proceso de Swim-Up o de otro tipo.
Posteriormente, un espermatozoide es inyectado en el ovocito a través de un capilar de
vidrio delgado (pipeta). Si ocurre la fertilizacion, el embrion se puede transferir al Gtero 48
horas después de la microinyeccibn o se puede vitrificar (Fleming y Rey, 1993;
Steirteghem Van et al., 1993; Ogonuki et al., 2003).
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Esta técnica se esta implementando en el CRIPG de Chengdu a nivel experimental,
utilizando modelos de murinos y lagomorfos, en conjunto con el Departamento de
Gendmica de la misma institucion, estudiando fragmentacion de DNA, la generacion de
microsatélites para DNA nuclear de blastocitos de panda gigante y DNA mitocondrial.
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APEDICE |. Equipo y Material necesario que se necesita adquirir para la implementacion
de técnicas de reproduccion de alta complejidad.

Equipo de laboratorio

CoNoOA~LNME

Agitador magnético de “mosca”

Agujas de Verres

Autoclave de rango medio

Balanza analitica con pesaje hasta 600 gramos

Balanza gramera con pesaje hasta 5 kg

Bafio Maria con temperatura regulable hasta 100 °C

Bomba de Vacio de 10-4 mbar y pipeta para aspiracion de ovocitos
Catéter escandinavo de 30 cm/1mm

CellTram Aire microinjector

. CellTram microinjector vario

. Congeladora para laboratorio portatil

. Cronometro

. Electroeyaculador con regulador de voltaje y sondas rectales

. Incubadora con regulador de temperatura, CO2 y nitrégeno

. Laparoscopio 10 mm, de 0 y 30-45 grados

. Micropipetas autométicas de 10, 20, 200 y 1000 ul

. Microscopio estereoscoépico portatil

. Microscopio invertido equipado con Hoffmann® contraste de la modulacién o

contraste de interferencia diferencial (DIC)

. Microscopio Optico portatil

. Osmometro para laboratorio

. Pipetas para micromanipulacién de ovocitos y/o embriones

. Potenciémetro para laboratorio

. Set de inseminacion intrauterina Shepard; J-IUIE-542009, 5.4 Fr/ 20 cm; Cook

OB/GYN ®, USA,

. Tanques de CO2

. Tanques de Nitrogeno

. Termémetros de columnas

. Termdmetros para platinas

. Termoplatina

. Termoplatina para microscopio

. TransferMan® micromanipuladores NK2 (dos unidades)
. Trocar de Hasson

Material de laboratorio

S

Botellas corning
Cajas de petri de 3, 5y 10cm de diametro desechables
Cajas Nunc de 4 pozos
Céamara para conteo de glébulos Neubauer
Cristaleria:
a. Cubreobjetos
b. Laminillas portaobjetos
c. Matraces Erlenmeyer de 1000 ml, 500 ml, 250 ml, 125ml, 50 mly 25 ml
d. Pipetas Pasteur de cuello largo
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e. Pipetas serologicasde 10 ml, 5ml, 2 mly 1 ml.
f. Pipetas Volumétricas graduadas de 10 mly 5 ml
g. Probetas de1000ml, 500 mly 100ml. de capacidad.
h. Vasos de precipitado de 1000 ml, 500 ml, 250 ml, 200ml, 50 mly 10 ml.
6. Equipo de diseccion
7. Espétulas de acero inoxidable
8. Filtros de hemicelulosa para jeringas
9. Filtros de papel para volimenes grandes
10. Gradillas
11. Lupas
12. Puntas para pipetas de manipulacion de ovocitos y/o embriones
13. TransferTips (ICSI) capilares de inyeccion
14. Tubos Falcon de polipropileno de 7, 10, 20, 50 m|
15. VacuTips capilares de exploracion

Reactivos de laboratorio

Gradientes de Percoll

Hormonas comerciales (eCG, hCG, LH, FSH)

lonoforo de calcio (CI-A283187)

Kit ELISA para LH sérico en perro doméstico

Medio de cultivo celular Hams F10

Medio de cultivo celular HEPES

Medio de cultivo celular IVF (Medicult, Denmark).

Medio de cultivo celular KSOM

. Medio de cultivo celular T199

10. Medio para congelacion, Test-York Buffer (20% yema de huevo y 12% glicerol)
11. Medio para refrigeracion-TEST Yolk Buffer (5% glicerol)

12. Pure Sperm System (Scandinavian IVF, Gothenburg, Swewden).

CeoNohWNE
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