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RESUMEN

La falta de dimorfismo sexual de aves como las psitacidas dificulta el establecimiento
de programas de reproduccion en cautividad para su conservacion. Si bien existen muchos
métodos para caracterizar el sexo de un ave, estos pueden ser inexactos, tener un alto costo
0 ser muy invasivos. En el presente estudio se propuso la medicion de hormonas esteroideas
sexuales en heces de aves psitacidas del género Amazona en cautiverio, utilizando la técnica
de enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA). Se desarrolld un protocolo con base en
pruebas piloto. Eventualmente, se midieron los esteroides sexuales de loros que fueron
posteriormente sexados con endoscopia como método de control. Las muestras fecales se
procesaron siendo diluidas en metanol (0.5 gramos en 1 ml) y posteriormente
homogeneizadas en vortex por 5 minutos, centrifugadas (2500 rpm por 5 min) y crio
preservadas (- 20 °C). Posteriormente, se midieron estradiol (E2) o testosterona (T) usando
Kits de ELISA especificos para la deteccion de estas hormonas. Los resultados fueron
analizados y sometidos a pruebas de normalidad en RStudio, y se calcularon los valores
predictivos del test. Los resultados de los diferentes ensayos no indicaron una diferencia
significativa en las concentraciones de E2 entre individuos machos y hembras (P = 0.965).
Tampoco se observé una diferencia significativa entre las concentraciones de testosterona
fecal en ambos sexos (P = 0.594). En los individuos en que se midieron ambas hormonas se
midié el coeficiente de estradiol/ testosterona, el coeficiente de las hembras (1.73) fue mayor
al de los machos (1.64), sin embargo, no existid diferencia significativa (P= 0.917). La
sensibilidad y especificidad para la prueba de ELISA estradiol fue de 50% y 60%

respectivamente, mientras que la prueba de testosterona tubo una sensibilidad de 20% y



especificidad del 85%. Factores fisioldgicos, etoldgicos y ambientales de las especies de
loros del estudio pudieron tener influencia en los resultados obtenidos, asi como aspectos
relacionados con la prueba de ELISA o el procedimiento de laboratorio. Se concluye que el
presente procedimiento empleando la técnica de enzimoinmunoandlisis de adsorcion no
permite caracterizar sexualmente aves psitacidas mediante la medicion de estradiol y

testosterona fecal.

Palabras clave: ELISA, esteroides, psitacidas, Amazona, estradiol, testosterona, heces,

sexo, caracterizacion.



ABSTRACT

The lack of sexual dimorphism in bird families such as psittacines makes it
challenging to establish captive breeding programs for their conservation. Although many
methods exist to characterize the sex of a bird, they can be inaccurate, costly, or very invasive.
The present study proposed, the measurement of sex steroid hormones in feces of captive
psittacine birds of the genus Amazona using the enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) technique. A protocol was developed based on pilot tests. Eventually, sex steroids
were measured from parrots and subsequently sexed with endoscopy as a control method.
Fecal samples were processed by being diluted in methanol (0.5 grams in 1 ml) and
subsequently vortex homogenized for 5 minutes, centrifuged (2500 rpm for 5 min) and
cryopreserved (- 20 °C). Subsequently, estradiol (E2) or testosterone (T) were measured
using specific ELISA kits for the detection of these hormones. The results were analyzed and
subjected to normality tests in RStudio, and predictive test values calculated. The results of
the different assays did not indicate a significant difference in E2 concentrations between
male and female individuals (P = 0.965). There was also no significant difference between
fecal testosterone concentrations in both sexes (P = 0.594). In individuals in which both
hormones were measured, the estradiol/testosterone ratio was measured, and the ratio of
females (1.73) was higher than that of males (1.64), but there was no significant difference
(P =0.917). The sensitivity and specificity for the estradiol ELISA test were 50% and 60%,
respectively, while the testosterone test had a sensitivity of 20% and specificity of 85%.
Physiological, ethological, and environmental factors of the parrot species in the study could
have influenced the results obtained, as well as aspects related to the ELISA test or the

laboratory procedure. It is concluded that the present procedure using the adsorption enzyme



immunoassay technique does not allow sexual characterization of psittacine birds by

measuring fecal estradiol and testosterone.

Key words: ELISA, steroids, psittacine, Amazona, estradiol, testosterone, feces, sex,

characterization.



TABLA DE CONTENIDO

INTRODUCCION .....couioiecieieiseitsese ettt 12
HIPOTESIS ...ttt 15
OBUIETIVOS ...t e e e et e bt e et e e et e e s be e e anbe e e snbeeesnteeennaeeans 16
METODOLOGIA ...ttt 16
RESULTADOS ...ttt bbbt se bt e st ese st et eneaseneens 20
ENSAY0 PIIOTO ..ottt 20
TS Yo TN o] [0 (o TN SRS 20
ENSAY0 €SIradiO] I ...c.oeeeici e e 21
ENSay0 eSradiol 11 ..o s 22
ENSAYO0 tESTOSIEIONA ... e s 23
Comparacion estradiol teSTOSEIONA: ..........eiveiierieiecrie e 24
Valores predictivos de la prueba de ELISA: ... 25
DISCUSION ...ttt sttt 27
FaCtores fiISIOIOQICOS: ......eoviiiiiieee et rs 27
Factores etoldgicos Y ambientales: ..........cocveiieiieii i 29
Prueba d& ELISA: ...t ne e 32
e TorcTo [0 T 1=] o] (o LSS 33
Relacion eSteroides SEXUAIES:.......cc.uieiiieie et ens 35
VAlOrES PrEAICTIVOS: ....c.vitiiieiiieieeiee ettt nb e nne s 37
CONCLUSIONES. ...ttt ettt sttt st b et re b et reere e 38



10

INDICE DE TABLAS

Tabla #1. ENSAY0 PHOTO | ..o 20
Tabla#2. ENSayo POt Tl ......ccooiiieiee e 21
Tabla #3. Valores predictivos ELISA estradiol ............cccocoveieiiiiieiiccceece e 26

Tabla #4.Valores predictivos ELISA teStOStErONa ..........ccceevvviveiierieiieieese e 26



11

INDICE DE FIGURAS

Figura #1. Ensay0 eStradiol ©..........cccoooiiiiiiiiiiicee e 22
Figura #2. Ensayo eStradiol 1 .............ccooiviiiiiiii e 23
Figura #3. ENSQY0 tESTOSTEIONA ......cveivviiieeieiiesie ettt e et sra e e e e e 24

Figura #4. Comparacion estradiol y teStOStErONA..........cccecvveiveiieiieeieeie e 25



12

INTRODUCCION

En aproximadamente el 30% de todas las especies de aves no se observa un
dimorfismo sexual (Bercovitz et al, 1978), lo que representa un gran obstaculo para el éxito
de los programas de reproduccion en cautiverio de especies silvestres en peligro de extincion.
Esto ha desembocado en una amplia variedad de técnicas de sexaje incluidas mediciones
anatomicas, laparoscopia, identificacion cromosdmica o la micro densitometria de nucleos
de células sanguineas (Bercovitz et al, 1978). Algunos estudios que han comparado métodos
cito genéticos de identificacion cromosémica con la endoscopia quirdrgica han sefialado esta
ultima como un método mas eficiente, barato, exitoso y que produce identificaciones de
mayor calidad. No obstante, el método requiere de méas experiencia de uso puesto que tiene
un mayor riesgo de causar lesiones o incluso la muerte del ave (Prus et al, 1979).

De entre los muchos procedimientos que se han empleado para la determinacién del
sexo en aves que carecen de dimorfismo sexual, la medicion de hormonas esteroideas
sexuales en heces ha sido uno de los méas estudiados. Esto se ha debido a que supone un
menor estrés en los individuos, siendo un procedimiento no invasivo, la relativa facilidad con
la que se realiza y la disminucion de costos. A traves de diversos estudios en aves se ha
establecido como un procedimiento fiable cuando se comparan las concentraciones de
estradiol y testosterona para determinar si un individuo es macho o hembra (Czekala et al,
1977). Diferentes protocolos de laboratorio utilizan el radioinmunoensayo “RIA” en
conjunto con otros métodos como la hidrolisis enzimatica y la cromatografia liquida de alta
densidad (Czekala et al, 1977; Stavy et al, 1979; Bercovitz et al, 1982; Tell, 1997; Lee et al,

1999; Dias et al, 2006).
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La combinacion de estos procedimientos de laboratorio ha permitido medir los
esteroides fecales de una gran variedad de 6rdenes y especies de aves, y por medio de la
razon de estradiol/ testosterona (E/T) se ha logrado no Unicamente sexar individuos con
exactitud, sino establecer rangos predictivos de la actividad gonadal y su variacion estacional
en aves como el aguila calva Haliaeetus leucocephalus (Bercovitz et al ,1982). Algunos
estudios han logrado un diagndstico efectivo del sexo de hasta el 74% de los machos y el
92% de las hembras en varias especies. A su vez, estudios en que se midieron las
concentraciones esteroides fecales en cacatdas y se calculd la razon E/T, el sexaje tuvo un
95.4% de efectividad en la identificacién de hembras y un 96.2% en el sexaje de machos,
empleando una sola muestra fecal por individuo (Stavy et al, 1979).

Las técnicas de enzimoinmunoanalisis de adsorcion “ELISA” se han desarrollado
durante varias décadas, y han sido ampliamente utilizadas como herramientas analiticas para
la deteccion de hormonas, proteinas, péptidos o anticuerpos con alta sensibilidad y fuerte
especificidad (Lequin, 2005). Esta técnica esta basada en un anticuerpo o antigeno adherido
a un soporte sélido para que la union especifica anticuerpo-antigeno reconozca el analito de
interes. De este modo la deteccion se realiza midiendo la actividad de una enzima conjugada
con el anticuerpo de deteccién que forma un complejo con el analito y desencadena una
reaccion colorimétrica basada en hidrolisis (Thompson, 2010). Algunos tipos de ELISA
como el competitivo; implica una unién competitiva del antigeno marcado, siendo bastante
sensible y especifico. El ELISA tipo sandwich emplea un anticuerpo primario inmovilizado
para la captura del analito y un anticuerpo de deteccidn con o sin etiqueta enzimatica (lo que
determina si es directo o indirecto) que por su lado posee una mayor especificidad. Se
distingue también la utilizacion de sistemas fotométricos o electroquimicos (Tseng, 2015).

La medicion de testosterona y estradiol en orina por medio de la técnica de ELISA se realiz
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tempranamente a través de ensayo inmunoenzimatico competitivo (Usha et al, 1983). Para la
deteccion de estradiol en suero sanguineo se han empleado principalmente ELISA de tipo
competitivo tanto electroquimico como fotoeléctrico, y también de tipo sandwich indirecto
electroquimico (Tseng, 2015). Por su lado, para la medicién de testosterona en sangre, saliva
y orina se ha empleado técnicas de ensayo inmunoenzimatico tipo sandwich tanto directo
como indirecto (Emad, 2006).

La medicién de esteroides sexuales fecales representa uno de los métodos de sexaje
mas sencillos y seguros para las aves en cautividad, y su sensibilidad ha sido probada
previamente en varios géneros de aves en los estudios antes mencionados (Czekala et al,
1977; Bercovitz et al, 1978; Stavy et al, 1979; Tell, 1997; Lee et al, 1999), lo que puede
permitir el establecimiento de programas reproductivos en cautiverio que sean MAas
efectivos para la conservacion de especies de aves silvestres que no presentan dimorfismo
sexual, como es el caso de las psitacidas.

Ecuador es uno de los cinco paises con mayor diversidad de aves en el mundo,
contando en la actualidad con 1699 especies. La familia psittacidae se encuentra entre las 10
mas diversas del territorio, con un total de 18 géneros y 47 especies, siendo el género
Amazona el mas representado en conjunto con el género Ara (Freile, 2019). Se ha utilizado
exitosamente a las psitacidas como modelo de estudio en la medicién de hormonas
esteroideas sexuales en heces, asi como también en el monitoreo de su actividad gonadal,
como lo demuestran estudios conducidos en cacatuas (Nymphicus hollandicus),
periquitos (Melopsittacus undulatus) y loros amazonicos de alas naranjas (Amazona
amazonica), donde la rapida excrecion de esteroides sexuales indican que los cambios diarios
en la produccién de estradiol ( E2) y testosterona (T) se reflejan en mediciones de las

muestras feco-urinarias diarias (Tell,1997; Lee et al, 1999). Sin embargo, la mayoria de
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procedimientos de laboratorio que han validado la medicion de esteroides fecales como
método de sexaje 0 monitoreo gonadal emplean el radioinmunoensayo (Czekala et al, 1977;
Stavy et al, 1979; Bercovitz et al, 1982; Tell, 1997; Lee et al, 1999; Dias et al, 2006), sin
embargo esta técnica no puede ser utilizada en el Ecuador debido al decreto oficial 978
Fusiona la Comisién Ecuatoriana de Energia Atémica (CEEA) al Ministerio de Electricidad
y Energia Renovable (MEER)” emitido en 2008.

Otros métodos de laboratorio para la medicion de hormonas esteroideas fecales para
el sexaje de animales como el estudio de Caceres en el cual se sexaron cocodrilos americanos
Crocodylus acutus, empleando la técnica de ELISA para la medicion de testosterona y
estradiol en muestras fecales, que fueron diluidas previamente en dietiléter. En este estudio
la medicidn de testosterona fue efectiva para el sexaje de individuos mientras que el estradiol
no dio resultados consistentes (Caceres, 2009). De forma similar y para la monitorizacion de
actividad gonadal en caracoles Lobatus gigas, se realizd6 medicién de concentraciones de
estradiol y progesterona en muestras fecales diluidas en metanol a través de ELISA (Chong-

Sanchez et al, 2019).

Pregunta de investigacion
¢ Es posible determinar el sexo de un ave psitacida en cautiverio mediante la medicion

de esteroides sexuales en heces usando el método de ELISA?

HIPOTESIS
Ha: El sexo de las aves psitacidas puede ser caracterizado midiendo esteroides

sexuales en heces a través de la técnica de ELISA.
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Ho: El sexo de las aves psitacidas no puede ser caracterizado mediante la medicion

de esteroides sexuales en heces usando el método de ELISA.

OBJETIVOS
Objetivo general:
Reportar si a través de la medicion de esteroides fecales utilizando la técnica de
ELISA es posible caracterizar el sexo de aves psitacidas.
Objetivos especificos:

o Estandarizar un protocolo de laboratorio para la medicion de estradiol y
testosterona fecal en aves que implique el método de enzimoinmunoanalisis
de absorbancia (ELISA).

o Determinar el sexo de individuos de aves psitacidas en cautiverio en base a la
diferencia de concentraciones de esteroides sexuales en heces.

o Realizar pruebas andlisis estadisticos de los resultados para determinar si
existen diferencias significativas, determinar la normalidad o no de la

distribucion de los datos y medir el valor predictivo de la prueba.

METODOLOGIA
El presente estudio experimental primero realizo una recopilacion bibliogréafica de
informacion sobre la literatura cientifica disponible sobre la medicién de esteroides fecales
en aves. Después de una revision exhaustiva, se procedié a la compra de los materiales e
insumos de laboratorio necesarios, y se contacto a zoologicos locales para consultar sobre las
especies de psitacidas que albergan en sus colecciones y el nimero de individuos que podrian
muestrearse para las pruebas. Asi mismo se contactd con un laboratorio clinico veterinario

local para el manejo avanzado de las muestras por medio de la prueba de ELISA.
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Se procedio a realizar pruebas piloto con el proposito de estandarizar la prueba de
medicién de estradiol, estas estuvieron basados en los procedimientos de los estudios de
Céceres (2009) y Chong-Sanchez (2019), que emplean dietiléter y metanol respectivamente
como diluyente de las muestras para luego medir las concentraciones de estradiol o
testosterona utilizando ELISA.

Para las pruebas piloto se empled arena en lugar de muestras fecales, y se utilizd
cipionato de estradiol (Cipiosyn, Zoetis SA, Ecuador) o benzoato de estradiol (Gonadiol,
Zoetis SA, Ecuador) para emular al estradiol fecal. La arena utilizada en el ensayo se cernio
previamente, se pre mezclaron 4 muestras de arena con las hormonas y se dejaron secar en
cajas Petri durante 16 horas. En dos de las muestras se colocd 1 gramo de arena més 1
mililitro de cipionato de estradiol (0.5mg/ml). En otras dos muestras se coloc6 1 gramo de
arena mas 1 mililitro de benzoato de estradiol (1 mg/ml). Se procedi6 entonces a llenar los
tubos con 0.5 gramos de arena premezclada con hormona. En un tubo de arena con
cipionato de estradiol y en uno con arena y benzoato de estradiol, se afiadié entonces 5
mililitros de metanol; se realizé6 homogeneizacion manual por 5 minutos, se dejé en reposo
15 minutos. Finalmente se extrajo el sobrenadante usando pipetas Pasteur y se colecto en
tubos falcon de 5 mililitros, acorde al protocolo de Chong-Sanchez 2019. En el otro tubo con
arena mezclada con cipionato de estradiol y el otro de arena mezclada con benzoato, se
afiadieron 0.5 mililitros de dietiléter; se realizd6 homogeneizacion manual por 5 minutos;
después se adicionaron 1.5 mililitros mas de dietiléter y nuevamente se homogenizo durante
5 minutos. El sobrenadante fue colectado con pipetas Pasteur en tubos falcon y después se
realizd desecacion de las muestras en un horno de vacio (vacuum drying oven) por 40
minutos a temperaturas de 16, 24 y 25 grados centigrados, acorde al protocolo de Céaceres

2009. El sobrenadante de todos los tubos se crio preservo a menos 20 grados Celsius hasta
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su procesamiento a través del kit de ELISA estradiol de tipo competitivo retardado
(AccuBind ELISA Microwells Estradiol (E2) Test System) o ELISA testosterona de tipo
competitivo (AccuBind ELISA Microwells Testosterone Test System) en el laboratorio
clinico veterinario seleccionado.

Después de haber probado la validez del método a través de la deteccion de estradiol
mediante la técnica de ELISA en 2 pruebas piloto, se procedié a muestrear aves psitacidas
del género Amazona en un zooldgico local, incluyendo 11 individuos de Amazona
amazonica, 4 Amazona autumnalis, 3 Amazona mercenarius y 2 Amazona farinosa. Las aves
seleccionadas fueron posteriormente sexadas con endoscopia a modo de control, ya que esta
técnica es considerada el estandar de oro en el sexaje de aves pese a los riesgos implicados
(Prus et al, 1979). Determinando ademas por este método que todos los individuos
seleccionados tenian un desarrollo gonadal completo indicativo de su madurez sexual y la
ausencia de patologias. Los materiales utilizados para la realizacion de la endoscopia fueron
un equipo endoscépico inaldmbrico (Firefly), fuente de luz, instrumental quirdrgico (cuchilla
10, tijeras, gasa estéril y sutura absorbible multifilamento 4-0).

El sexado endoscdpico de las aves fue realizado mediante la técnica de celioscopia a
través del abordaje lateral izquierdo con la extremidad extendida hacia craneal, como lo
describio Divers en 2015. Los pacientes fueron anestesiados con isoflurano al 6% y
mantenidos al 2% utilizando un circuito semicerrado sin re inhalacion.

El muestreo de heces se realizo aislando a cada ave en una jaula individual etiquetada,
todas las muestras fueron tomadas entre las 8 y 8 y media de la mafiana por cuestiones
logisticas de manejo y para asegurar la toma de muestras fecales frescas. Las muestras se
colectaron siguiendo el protocolo para recoleccion de muestras coprolégicas, unicamente

colectando la porcion central que no estaba en contacto con el suelo, utilizando una caja y
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paleta para muestras fecales individuales para cada animal. Cada caja fue etiquetada con la
nomenclatura de la jaula respectiva. Luego de tomadas todas las muestras, estas fueron
congeladas.

Se realiz6 un primer ensayo con muestras fecales de 2 individuos de la especie
Amazona amazénica (Al y A2) y un individuo de las especies Amazona autumnalis (AU1)
y una Amazona mercenarius (AF1) que fueron sexadas con endoscopia posteriormente al
muestreo. De cada muestra fecal se tomaron 0.5 gramos y se agregd 1 mililitro de metanol;
se realiz6 homogeneizacion en vortex por 5 minutos; se dejo decantar por 15 minutos.
Después se homogenizo nuevamente 1 minuto en vortex. Finalmente, el tubo se coloco en
una centrifuga a 2500 revoluciones/minuto por 5 minutos. Se recogio6 el sobrenadante con
pipeta Pasteur y se colecto en un tubo falcon; los tubos se llevaron al laboratorio clinico
donde se realiz6 la prueba de ELISA. Los resultados fueron tabulados para su posterior
analisis.

Se realiz6 un segundo ensayo con heces empleando muestras procedentes de 9
individuos de la especie Amazona amazénica (A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, Al0, All), 3
individuos de las especies Amazona autumnalis (AU2, AU3 y AU4), 2 individuos de la
especie Amazona mercenarius (AF3 y AF5), y 2 individuos de la especie Amazona farinosa
(AF2 y AF4). Se realizo el procedimiento del primer ensayo en heces; con la diferencia de
que se tomaron 3 alicuotas por muestra.

Posteriormente se realizo un ensayo mediante el mismo procedimiento antes descrito
para la medicion de testosterona fecal empleando el kit de ELISA testosterona, utilizando las
muestras de Amazona autumnalis (AU2, AU3 y AU4), Amazona amazonica (A4, A5, A6,

A7, A8, A9y All). Todos los resultados se tabularon para su posterior analisis.
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Para el andlisis de resultados se calculd la media y desviacion estandar de las 3
alicuotas por muestra. Posteriormente se realizd una prueba de normalidad utilizando
RStudio y se compararon las alicuotas de cada muestra. Cuando la distribucion de los valores
fue normal se empled T de Student para determinar si habia o no una diferencia significativa
entre los valores de las alicuotas o entre los individuos, cuando la distribucion no fue normal
se empled la prueba de U Mann-Whitney para comparar las alicuotas o a los individuos entre

ellos. Empleando los resultados se midié el valor predictivo del procedimiento.

RESULTADOS
Ensayo Piloto I: En los tubos en los que se empled dietiléter no se observo separacion
del sobrenadante, por lo que no se procedid a evaporar las muestras en el horno de vacio y
tuvieron que descartarse, en los tubos con metanol se midieron 2 repeticiones.

Tabla #1. Ensayo piloto |

Estradiol
Estradiol colocado
Muestra detectado (pg/ml)  (mg/ml)
MC1 14 0.5
MC2 1.6 0.5
MB1 2.2 1
MB2 2.1 1

Descripcion: los datos obtenidos se distribuyen de manera normal (P = 0.4083),
existio diferencia significativa al comparar las cuatro muestras (P = 0.002511). No se observo
diferencia significativa entre el uso de benzoato o cipionato de estradiol (P = 0.05466). MC=
metanol + cipionato de estradiol; MB = metanol + benzoato de estradiol.

Ensayo Piloto Il: los cuatro tubos (2 con metanol y 2 con dietiléter) fueron

procesados con la prueba del kit de ELISA estradiol.
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Tabla #2. Ensayo piloto 11

Estradiol
Estradiol colocado
Muestra detectado (pg/ml)  (mg/ml)
CM 0.747 0.5
CD 0.996 0.5
BM 0.464 1
BD 0.864 1

Descripcion: los datos se distribuyeron de manera normal (P = 0.7951), existio
diferencia significativa entre los valores de las cuatro muestras (P = 0.006569). No se observo
diferencia significativa entre el uso de cipionato y el benzoato de estradiol (P = 0.4865), ni
se observo diferencia significativa entre el uso de metanol vs dietiléter (P = 0.2233). CM=
cipionato de estradiol+ metanol; CD= cipionato de estradiol + dietiléter; BM= benzoato de
estradiol + metanol; BD= benzoato de estradiol + dietiléter.

Ensayo estradiol I: se realizd el primer ensayo con muestras fecales de 4
individuos tomadas el 20 de diciembre del 2021, las muestras se procesaron usando

Unicamente metanol como reactivo, se corri6 ELISA estradiol para una muestra por

individuo.
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Figura #1. Ensayo estradiol |
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Descripcion: concentraciones de estradiol fecal medidas por la técnica de ELISA en
cada individuo sefialando su especie. A través de endoscopia se determind que Al era macho
y A2, AF1y AU1 eran hembras. Los datos se distribuyeron de manera normal (P = 0.9035).
Existié diferencia significativa entre los individuos (P = 0.008606).

Ensayo estradiol 11: se emplean muestras fecales tomadas el 5 y 6 de enero. Las
muestras de A7, A8, A9 (hembras Amazona amazoOnica) y AU3 (macho Amazona
autumnalis) perdieron su etiquetado, por lo que no fueron procesadas en este ensayo. Para
cada individuo se procesaron 3 alicuotas que fueron corridas en el ELISA-estradiol, con

excepcion de AF2 y AF4 en gue solo alcanzo materia fecal para 2 alicuotas y AF3 en que

solo alcanzo para una.



N
ol w

N

1,654
T

[y

Estradiol (pg/ml)
o

o
(&3]

o

A3 A4 A5

Descripcion: concentraciones medias de estradiol por cada individuo; los valores de
las medias no se distribuyeron de manera normal entre los individuos (P = 0.04024), y se
presentd una diferencia significativa entre los mismos (P = 0.0004883). No se observo
diferencia significativa (P = 0.9659) al comparar las concentraciones de estradiol fecal entre
machos (azul) y hembras (rojo). A = Amazona amazénica, AU= Amazona autumnalis; AF2

Figura #2. Ensayo estradiol 11
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y AF4 = Amazona farinosa; AF3 y AF5 = Amazona mercenaria.

Ensayo testosterona: se emplearon muestras fecales tomadas el 5 y 6 de enero y
posteriormente crio preservadas. Las muestras que habian perdido su etiquetado se
identificaron como C1, C2, C3 y C4, por las endoscopias se sabe que eran 3 hembras y un

macho. Para cada individuo se procesaron 3 alicuotas que fueron procesadas con la ELISA-

testosterona.
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Figura #3. Ensayo testosterona
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Descripcion: concentraciones medias de testosterona fecal en los individuos; los
valores de las medias no se distribuyeron de manera normal entre los individuos (P =
0.002296). Se encontrd diferencia significativa entre los individuos (P = 0.001953), pero no
se encontrd diferencia significativa (P = 0.5946) en las concentraciones de testosterona fecal
entre machos (azul) y hembras (rojo), entre los individuos sin identificacion (purpura) habia
tres hembras y un macho de acuerdo a la endoscopia, hubo diferencia significativa entre las
4 muestras (P=0.001337).

Comparacion estradiol testosterona: se compararon las concentraciones de
estradiol y testosterona de aquellos individuos en que se habian medido ambas hormonas a

través de la técnica de ELISA.
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Figura #4. Comparacion estradiol y testosterona
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Descripcion: comparacion en las medias de las concentraciones de estradiol y
testosterona fecal en los individuos en que se midieron ambas hormonas, se sefiala el sexo de
cada individuo comprobado con endoscopia. Los datos se distribuyeron de manera normal
entre los individuos para el estradiol (P=0.6181) y la testosterona (P= 0.06149). Al medirse
la razon estradiol testosterona (E/T) de cada individuo y calcularse una media de los
coeficientes para las hembras (1.73) y los machos (1.64), no se hall6 una diferencia
significativa (P= 0.9176) entre los coeficientes de ambos sexos. A = Amazona amazoénica,
AU= Amazona autumnalis.

Valores predictivos de la prueba de ELISA: Con base en los resultados se calcul6
la sensibilidad (SE), especificidad (ES) y los valores predictivos positivos (VP+) y negativos
(VP-) de cada prueba. Tomando en cuenta los resultados del segundo ensayo de estradiol
(Figura 2) se tomd un punto de corte de 1.44 pg/ml. Representando en este caso SE a la
proporcion de individuos hembras con concentraciones de estradiol superiores al punto de
corte, ES siendo la proporcién de individuos machos con concentraciones de estradiol por
debajo del punto de corte, el VP+ como la probabilidad de que un individuo con estradiol

sobre el punto de corte sea hembra y VP- como la probabilidad de que un individuo con

estradiol por debajo del punto de corte sea macho.
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Tabla #3. Valores predictivos ELISA estradiol

(+) Hembra (-) Macho Total
[E2] >a 144 . s ;
pg/mi
[E2] <al44 L 6 ;
pg/mi
Total 2 10 12

Descripcion: Evaluacion de la prueba de ELISA-estradiol para caracterizar una
psitacida como hembra. [E2] = concentracion de estradiol, (+) = hembras sexadas con
endoscopia; (-) machos sexados con endoscopia. SE =50%, ES=60%, VP+=20%, VP-=85%,
para una muestra de n=12.

Tomando en cuenta los resultados del ensayo de testosterona (Figura 3) se
tomo un punto de corte de 0.86 ng/ml. Representando en este caso SE a la proporcion de
individuos machos con concentraciones de testosterona superiores al punto de corte, ES
siendo la proporcion de individuos hembras con concentraciones de testosterona por debajo
del punto de corte, el VP+ como la probabilidad de que un individuo con testosterona sobre
el punto de corte sea macho y VP- como la probabilidad de que un individuo con testosterona

por debajo del punto de corte sea hembra.

Tabla #4.Valores predictivos ELISA testosterona

(+) Macho (-) Hembra Total
[T] >a0.86 1 1 )
ng/ml
[T] <a0.86 4 4 3
ng/ ml
Total 5 5 10

Descripcion: Evaluacion de la prueba de ELISA-testosterona para caracterizar una
psitacida como macho. [T] = concentraciéon de testosterona, (+) = machos sexados con
endoscopia; (-) hembras sexadas con endoscopia. SE =20 %, ES=85%, VP+ =50%, VP-
=50%, para una muestra de n=10.
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DISCUSION

Conforme a los objetivos de este estudio, fue posible estandarizar un protocolo de
laboratorio para la medicion de estradiol y testosterona fecal en aves que implique el método
de enzimoinmunoanalisis de absorbancia (ELISA). La medicion de esteroides fecales por
medio de esta técnica no permitid caracterizar el sexo de aves psitacidas de manera
concluyente con los resultados obtenidos. Sin embargo, los datos obtenidos permitieron un
andlisis estadistico y la determinacion de los valores predictivos de la prueba.

Factores fisiologicos:

Algunos factores bioldgicos y fisioldgicos propios de estas especies de loros pueden
haber influido en los niveles de estradiol y testosterona fecal que se ilustran en las figuras 1,
2 y 3. Entre estos pueden mencionarse la época de reproduccion y maduracion sexual de los
individuos de cada especie.

Varios estudios demuestran que los niveles de los principales esteroides gonadales
aumentan durante el apareamiento, desarrollo sexual y durante la temporada de reproduccion,
por lo que la madurez sexual de las aves influye en la produccién de hormonas sexuales (Dias
E & De Oliveira C, 2006). Si bien no existen registros que corroboren la edad de las aves
muestreadas en este estudio, mediante la endoscopia se comprobé que todos los individuos
tenian un desarrollo gonadal completo, indicativo de su madures sexual, ademas los pesos de
todos los loros fueron concordantes con los de individuos adultos de sus respectivas especies
(Austin, R, 2014; Ritter, 2001; Sholty, 2006).

En un estudio en que se midieron hormonas esteroideas sexuales en heces de varias
especies de psitacidas, entre las que se incluyé a Amazona amazoénica y a otras seis especies
del mismo género, se observo que la temporada de cria de las aves del criadero se daba

principalmente en noviembre y en menor medida en marzo, segun los registros de eclosion
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(Dias E & De Oliveira C, 2006), aunque el estudio no menciona de manera especifica a que
especies corresponden estos periodos de reproduccion. Otra investigacion sobre los perfiles
de esteroides urofecales en Amazona aestiva sefialo que el periodo reproductivo de estos
loros mondgamos abarca de julio a noviembre (Pereira et al., 2018). Para el presente estudio,
todas las muestras fecales se tomaron entre diciembre y enero, por lo que estarian fuera de
los periodos antes mencionados, lo que probablemente pudo haber afectado las
concentraciones de esteroides sexuales de las aves. Entre los estimulos asociados a la
reproduccion estacional, de origen intrinsecamente genético; pueden mencionarse al
fotoperiodo, que es particularmente influyente en las cacatdas (Millan, 2000). No obstante,
no se ha determinado su relacion directa con la estacionalidad reproductiva de Amazona
amazonica, cuya época reproductiva varia a lo largo de su rango de distribucion (Austin, R,
2014).

Teniendo en cuenta que los niveles séricos de hormonas esteroideas sexuales se
asocian con determinadas etapas reproductivas en los loros, los niveles de testosterona
pueden ser importantes en el establecimiento de territorios y en la defensa del nido.
Paralelamente, los niveles elevados de testosterona también pueden ser incompatibles con el
papel fundamental que cumple la amazona macho al alimentar a su pareja durante la puesta
de huevos, la incubacion y cria (Deviche et al., 2011). Este descenso fisiolégico de
testosterona podria explicar los niveles bajos de testosterona fecal hallados en algunos
individuos machos como A6 y A1l (Figura 3), sin embargo, los loros del estudio nunca se
reprodujeron ni ovopositaron, aunque es relevante agregar que no hubo seguimiento de
comportamiento como para determinar si las aves formaron parejas en algun momento. La
investigacion de Millan en el 2000, sefialé que en las cacatias Nymphicus hollandicus, la

hormona luteinizante (LH) se eleva en machos y hembras después de la foto estimulacion y
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la inspeccion del nido. Sin embargo, los niveles de LH no son significativamente elevados
en las aves que no tienen pleno acceso a sus parejas, lo que ilustra la importancia de la
interaccion con la pareja para estimular la secrecion de LH y la consiguiente secrecion de
estradiol.

Factores etoldgicos y ambientales:

Los niveles de hormonas sexuales de cada individuo también estan influenciados por
factores etol6gicos como las interacciones con otros individuos, la dominancia, la proporcion
de machos y hembras en un entorno determinado y los comportamientos sociales especificos
de cada especie e individuo (Meehan et al., 2003).

Como lo mencionan (Dias E & De Oliveira C, 2006), las concentraciones de
esteroides sexuales en las heces de dos machos de Amazona aestiva que eran dominados por
sus congéneres eran compatibles con los de hembras, mencionando que en su estado natural
los machos ocupan posiciones jerarquicas mas altas que las hembras. Esto denota que la
adaptacion local a entornos en cautiverio también puede afectar al comportamiento y, en
consecuencia, las relaciones entre individuos y su fisiologia reproductiva. Los factores
sociales podrian explicar las concentraciones de estradiol elevadas en comparacion a los otros
individuos que se observan en machos como Al (Figura 1) y AF4 y AF5 (Figura 2). El factor
social cobra especial importancia si se toma en cuenta que las aves del estudio estaban
agrupadas en recintos por especie, es decir 11 individuos de Amazona amazénica (6 hembras
y 5 machos), 4 Amazona autumnalis (3 machos y una hembra), 3 Amazona mercenarius (2
machos y una hembra) y 2 Amazona farinosa (2 machos), considerando que habia numeros
desiguales de machos y hembras en todos los grupos y uno de ellos solo tenia machos, no

puede descartarse a la interaccion entre congéneres como un posible factor que generara
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estradiol elevado y testosterona baja en algunos machos y testosterona elevada y estradiol
bajo en algunas hembras como A4 (Figura 3).

En una investigacion sobre el desarrollo temprano del comportamiento, el
comportamiento reproductivo, y los cambios endocrinos durante el ciclo reproductivo de
cacatlas (Nymphicus hollandicus) y loros amazonicos de alas naranjas (Amazona
amazoénica). Se determind que, en ausencia de estrés, pueden utilizarse diversas
manipulaciones ambientales y sociales pro sexuales para estimular la reproduccion de estas
aves (Millan, 2000). En los loros amazénicos estimulados para criar mediante la provision
de cajas nido (con y sin foto estimulacion), tanto la testosterona y el estradiol mostraron
cambios drasticos en funcion del sexo a lo largo del ciclo reproductivo (Millan, 2000). Los
niveles de testosterona fueron variables en distintas etapas del ciclo reproductivo, elevandose
en la inspeccion inicial de la caja nido, pero luego disminuyendo durante la puesta de huevos,
incubacion y cria, los niveles de testosterona en hembras eran consistentemente mucho més
bajos en los mismos tiempos de muestreo. Por el contrario, los niveles de estradiol en las
hembras fueron muy elevados solo durante el periodo de puesta de huevos (Millan, 2000).

Los individuos del estudio no tuvieron acceso a factores pro sexuales como las cajas
nido. Esto podria explicar la ausencia de concentraciones elevadas de estradiol de las
hembras en el segundo ensayo de estradiol, asi la ausencia de concentraciones elevadas de
testosterona en los machos (Figura 3), con la excepcion del individuo AU2. Sin embargo,
Pereira et al (2018) midieron los perfiles anuales de esteroides urofecales combinados de las
parejas de amazonas de frente azul y observaron que los machos que no conseguian
reproducirse conservaron una produccion hormonal gonadal mas cercana a la de los machos

exitosos, mientras que la funcion ovarica en las hembras no ponedoras difirié claramente de
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la de las hembras ponedoras. De lo que se infiere que estos estimulos pudieron repercutir mas
en las concentraciones de estradiol que en las de testosterona.

Se ha demostrado que el estrés disminuye inmediatamente los niveles de la mayoria
de las hormonas sexuales plasmaticas, lo que probablemente reduzca ain mas los niveles de
esteroides fecales. Sin embargo, la presencia de congéneres de sexo opuesto entre las aves
alojadas individualmente puede elevar los niveles de testosterona en plasma, contrarrestando
quizas el efecto del estrés (Klaphake et al., 2009). Si bien los individuos no tenian un
programa formal de enriquecimiento que modulara su estrés, si tenian enriquecimientos
esporédicos y un programa de medicina preventiva dos veces al afio. No obstante, en una
investigacion realizada en Amazona ventralis no se encontraron correlaciones directas entre
los niveles de androstenediona, 17b-estradiol y LH en plasma y los niveles de 17b-estradiol
y testosterona en heces (Klaphake et al., 2009).

Varios de los factores que desencadenan la conducta sexual de los loros dependen
del desarrollo temprano del comportamiento. En las cacatlias, una pareja unida contribuye en
gran medida al rendimiento reproductivo porque probablemente aprenden a reconocer a los
congéneres como potenciales compafieros a través de un aprendizaje temprano (Shields et
al., 1989). Se ha observado que la cria a mano puede producir desventajas reproductivas,
particularmente si se lleva a cabo desde la etapa neonatal, puesto que la manipulacion humana
altera la conducta y sistema inmune en aves jovenes y adultas (Millan, 2000). Todas las aves
del presente estudio fueron rescatadas del trafico ilegal, y es muy probable que estuvieran
expuestas a la manipulacion humana en una etapa temprana o prolongada de sus vidas. Por
lo que, pese a que en varios casos coexistian con congeneres del sexo opuesto, puede que no
desarrollaran procesos de socializacion normales. Reforzando este punto, un estudio

realizado en parejas reproductoras de Amazona aestiva sefialé que incluso en machos con
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gonadas activas y funcionales, la falta de éxito reproductivo podia deberse a traumas del
individuo, aviarios superpoblados, impronta, emparejamiento reciente, inexperiencia e
incompatibilidad de la pareja (Pereira et al., 2018).

Prueba de ELISA:

En el estudio de Céaceres (2009), en que esta investigacion basé su procedimiento
parcialmente, las concentraciones de esteroides sexuales fecales de cocodrilos que pudieron
ser medidas con la técnica de ELISA competitivo, se obtuvieron en ng/ml para el estradiol y
las en mg/ml para testosterona. Las concentraciones mucho mas altas de ese estudio bien
pueden deberse a que la especie investigada es muy diferente, o al uso de dietiléter en lugar
de metanol. Sin embargo, este ultimo punto quedaria refutado, ya que en el segundo ensayo
piloto se observd que no existia una diferencia significativa en el estradiol obtenido cuando
se empleaba dietiléter o metanol (P = 0.2233). Ademas, debe tenerse en cuenta que las
concentraciones de estradiol en el estudio con cocodrilos no fueron concluyentes para la
determinacion del sexo de los individuos, puesto que se intercalaban entre machos y hembras.

Por su parte, la investigacion en que se midieron los esteroides sexuales fecales de
caracoles para él monitored de su actividad Gonadal (Chong-Sanchez et al., 2019) las
concentraciones de estradiol obtenidas oscilaron entre 0.3 a 3.6 ng / ml con
enzimoinmunoandlisis (EIA) y 0.4 a 2.1 ng / ml con cromatografia liquida de alta eficacia,
usando metanol para la dilucion de las muestras en ambos casos. Las concentraciones de
estradiol fecal en loros medidas con ELISA competitivo en esta investigacion oscilaron entre
0.47 a2.49 pg/ml (Figura 1y 2), una concentracion muy inferior a la de los otros dos métodos
de laboratorio, aunque debe tenerse en cuenta la diferencia de las especies estudiadas.

En un estudio que midié hormonas sexuales fecales de Amazona ventralis utilizando

inmunoensayo enzimatico heterologo, las concentraciones de estradiol fecal se midieron
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entre 3,9-500 ng/ml. Las concentraciones de testosterona fecal medidas estuvieron entre 1,9-
500 pg/ml mediante un inmunoensayo enzimatico con un antisuero policlonal (Klaphake et
al., 2009). En el presente estudio, las concentraciones medias de estradiol fecal detectado
por la técnica de ELISA alcanzaron un méximo 2,5 pg/ml, que es menor al rango inferior de
las concentraciones detectadas con EIA. Mientras que las concentraciones medias de
testosterona fecal variaron entre 0.56 y 1,58 ng/ml, siendo por el contrario muy superiores a
los valores obtenidos con EIA.

Como sefialan algunos estudios, los conjugados de E2 que excretan las hembras de
periquitos y loros amazonicos de alas naranjas son mono sulfatos basados tanto en el estradiol
como en la estrona, mientras que los conjugados androgénicos que excretan las hembras de
ambas especies son metabolitos en forma conjugada y no libre (Julian Lee Lisa Tell & Bill
Lasley, 1999). Por lo que la forma metabdlica en la que se excretaron los esteroides sexuales
y la posible reactividad cruzada o falta de sensibilidad de la ELISA con otros metabolitos es
un factor a tomar en consideracion.

Por ello, es importante mencionar, que los kits de ELISA utilizados presentaban una
baja reactividad cruzada (menos del 0.001 en todos los casos) a sustancias como
androstenediona, dihidrotestosterona, cortisona, corticosterona, cortisol, entre muchas otras.
Lo que destaca una reactividad cruzada mucho menor que el enzimoinmunoanalisis ocupado
para el perfil hormonal fecal de Amazona aestiva, que presentaba reacciones cruzadas del
57,3% con la dihidrotestosterona; del 0,2% con la androstenediona; del 0,4% con la
androsterona; y de <0,04% con otros metabolitos probados (Pereira et al., 2018). Si bien la
falta de reactividad cruzada pudo evitar resultados inexactos, también pudo omitir
metabolitos o formas metabolicas relevantes de las hormonas estudiadas.

Procedimiento:
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Como método estdndar de oro de sexaje de los loros, otros han empleado la
determinacion del sexo por PCR, para asi corroborar los resultados de la medicién de
hormonas sexuales urofecales (Dias E & De Oliveira C, 2006) en lugar de la endoscopia
utilizada en el presente estudio. Asi mismo se describe un seguimiento individual de cada
individuo para la coleccidn de muestras fecales y su crio preservacion a -20°C (Dias E & De
Oliveira C, 2006; Pereira et al., 2018). Sin embargo, en el estudio de Dias y De Oliveira, se
liofiliz6 las muestras para incrementar su tiempo de preservacion y se utilizé solucion salina
tamponada en fosfato (PBS) y no metanol para su solubilizacion.

Después del segundo ensayo piloto se decidié solo emplear el metanol como reactivo,
por su procedimiento méas sencillo y su mayor disponibilidad, el dietiléter se descarté como
reactivo por su procedimiento méas largo y complejo, y por el hecho de ser una sustancia
controlada dificil de adquirir.

Mientras que en el estudio de Pereira las muestras uro fecales se secaron (57 °C por
72 horas), se pulverizaron, y homogeneizaron antes de la extraccion de esteroides en
suspensiones de metanol al 80% en proporcion de 0.1 g de muestra en 2 ml. En la presente
investigacion se empled el metanol para la dilucién de las muestras, en una proporcion de
0.5 mg en 1 ml. Sin embargo, las muestras no se secaron previamente, por lo que pese a la
crio preservacion, la integridad y duracion de las muestras pudo verse afectada por la
humedad. No obstante, segin Julian Lee Lisa Tell & Bill Lasley, (1999) tanto en los
periquitos como en los loros amazdnicos de alas anaranjadas, la mayoria de los metabolitos
de E2 y T se encuentran dentro del componente acuoso de las muestras fecales/urinarias
solubilizadas por lo que al secar las muestras podria perderse parte de las hormonas

excretadas.
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No puede descartarse que la heterogeneidad en los resultados obtenidos para las
concentraciones fecales de ambas hormonas pudo no haber sido preciso. Teniendo en cuenta
que los kits de ELISA empleados para la medicion tanto del estradiol como de la testosterona
estaban disefiados para procesar muestras de sangre en humanos y no habian sido
previamente validados para muestras fecales ni para una especie distinta. Tampoco se
descarta la presencia de contaminacion (debida al origen fecal de las muestras) que influyera
en la lectura del equipo. Teniendo en cuenta que durante la realizacién del trabajo existieron
problemas con la nomenclatura de algunas muestras (Figura 3) no puede tampoco descartarse
la posibilidad de una confusidon parcial entre las muestras de algunos individuos.

Relacion esteroides sexuales:

La razdn entre estradiol y testosterona (E/T) se realiza por medio de la medicion de
los metabolitos de los esteroides sexuales en las aves, determinando la relacion entre
hormonas masculinas y femeninas. Asumiendo que los testiculos activos secretan una
preponderancia de andrdgenos que a su vez se filtran a través del rifion, disminuyendo las
relaciones E/T excretoras, y que los ovarios activos secretan mas estrogenos, elevando
analogamente los valores E/T. Si el resultado de esta relacion tiene valores altos, debido a
una alta concentracion de estrégenos y una baja concentracion de andrégenos, el ave sera
sexado como hembra. Si el resultado es bajo (lo contrario de la primera), se sexara como
macho (Bercovitz, A. B et al., 1982; Dias E & De Oliveira C, 2006; Stavy, M et al., 1979).
En el presente estudio los coeficientes calculados no coinciden con lo dicho en la literatura,
puesto que no existe una diferencia significativa entre los coeficientes de ambos sexos (P=
0.9176), siendo coherente con el hallazgo de que las concentraciones fecales de esteroides
sexuales entre machos y hembras se intercalaban, son necesarios mas estudios para aclarar

este fendmeno.
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En el estudio conducido para determinar el sexo de aves monomdrficas utilizando
RIA y el coeficiente E/T, el promedio de la relacion entre los machos de psitécidos fue de
0,64 (n = 20 de 6 especies) en comparacion con hembras con un 2,78 (n = 29 de 13 especies)
con un P< 0,001 (Bercovitz, A. B etal., 1978). Empleando la técnica de ELISA en el presente
estudio, el promedio de E/T en los machos fue de 1,64 (n=4 de 2 especies) y 1,72 para las
hembras (n=2 de una especie), estando los resultados fuera de los promedios establecidos por
Bercovitz. Esto puede deberse entre otras causas al tamafio mas pequefio de la muestra y al
menor nimero de especies de psitacidas en el estudio. Sin embargo, los resultados obtenidos
son cercanos a los coeficientes calculados para individuos no sexados (1,6), y las hembras
tuvieron un coeficiente cercano al que se establecié para Amazona amazoénica del mismo
sexo (1,97) (Bercovitz, A. B et al., 1978).

Por otro lado, una investigacion que empleo RIA e hidrolisis enzimatica para el sexaje
de varias familias de aves, incluyendo psitacidas, determino que el valor modal de E/T en
machos era de 1,4 y en hembras de 6.5, y sefialo que en algunas especies, los machos tendran
normalmente una relacién E/T de menos de 1.5, mientras que en otras suelen tener relaciones
E/T de 3 o incluso més (Stavy, M et al., 1979).

En el estudio de Dias, los niveles medios de estrégeno de las hembras no tuvieron una
diferencia significativa al compararlos con los niveles medios de estrogeno de los machos
(P=0,9364), lo que es congruente con los resultados en (figura 2) P = 0.9659. Segun el autor,
este hecho puede explicarse por la baja actividad gonadal de las hembras en comparacion
con los machos, lo que hace que sus niveles estrogénicos disminuyan o incluso se mantengan
por debajo de los de los machos (Dias E & De Oliveira C, 2006). No obstante, en los

resultados de la medicion de la testosterona fecal si mostraron una diferencia significativa
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entre machos y hembras (P = 0,0002), lo que difiere con los resultados del ensayo de
testosterona de este estudio (Figura 3).

Valores predictivos:

En lo que respecta al valor predictivo para determinar el sexo de psitacidas por medio
de la medicion de esteroides sexuales, el estudio de Dias y Oliveira que empled RIA y la
razén E/T, alcanzando una precision del 70% al medir androgenos, sin embargo, los valores
medidos del estrégeno se superponian entre machos y hembras (Dias E & De Oliveira C,
2006). En la literatura, el porcentaje de precision en la determinacion del sexo de los
psitaciformes basado en la Ratio factor fue del 63,5%, al utilizar radioinmunoensayo y la
razon E/T (Bercovitz, A. B et al., 1978).

Otros estudios sefialan una identificacion del sexo fiable de incluso un 90% en donde
se menciona ademas que, si se hubiera tomado una relacion E/T de 3,0 como la linea divisoria
normal entre machos y hembras, se habria logrado un diagndstico correcto del sexo 74% de
los machos y el 92% de las hembras (Stavy, M et al., 1979).

Por su parte, el inmunoensayo enzimatico (EIA) empleado para determinar el estado
de actividad gonadal de Amazona aestiva midiendo andrdgenos y progestagenos fecales, tuvo
una precision y sensibilidad del 94,55% y 58,13% respectivamente (Pereira et al., 2018).

En el presente estudio la sensibilidad y especificidad del uso de la prueba de ELISA
para determinar el sexo de un individuo midiendo la concentracion de estradiol fecal fue de
50% y 60% respectivamente. De esto puede concluirse que debido a la baja sensibilidad hay
un 50% de probabilidad de caracterizar correctamente el sexo de un ave si sus
concentraciones de estradiol estan sobre el punto de corte seleccionado (1.44 pg/ml), pero
hay un 60% de probabilidad de que un individuo con concentraciones por debajo de este

punto sea sexado correctamente como macho. En el caso de la utilizacion de la medicion de
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testosterona fecal a través de la prueba de ELISA, la sensibilidad fue incluso mas baja (20%)
por lo que no puede considerarse un método fiable para sexar un individuo como macho, no
obstante la especificidad fue mayor (86%), lo que indica que un individuo con
concentraciones de testosterona por debajo del punto de corte (0.86 ng/ml) es muy
probablemente una hembra, aunque tanto los valores predictivos positivos y negativos fueron

del 50%, por lo que la prueba no resulta fiable.

CONCLUSIONES

Con base en esta investigacion, puede concluirse que el presente procedimiento
empleando la técnica de ELISA no permite caracterizar sexualmente aves psitacidas
mediante la medicion de estradiol y testosterona fecal. Se recomienda un seguimiento previo
mas exhaustivo de los individuos a muestrear y sus caracteristicas especificas, haciendo
énfasis en las condiciones sociales en las que cohabita con sus congéneres y estimulos del
entorno. Se exhorta asi mismo a utilizar una mayor muestra de individuos. Se recomienda
también la utilizacion de un kit de ELISA especie especifico, validado para una especie

cercana, o que esté especificamente disefiado para la medicién de esteroides fecales.
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