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RESUMEN

De julio de 2001 a mayo de 2003, se estudiaron la conducta e indicadores de estrés de
dos belugas (Delphinapterus leucas) cautivas en el parque La Feria de la Ciudad de
México para evaluar su bienestar en el encierro y proponer medidas para mejorarlo. Se
examinaron la hematometria, las concentraciones de cortisol sérica y salival mediante
radicinmunoensayo, la osmolaridad y viscosidad salival asi como la temperatura en tres
partes del cuerpo. Se analizaron también la tasa ventilatoria y conducta en cuatro
tipos de actividad (basal, reposo, entrenamiento y espectdculo) determinandose Ias
frecuencias y tiempos invertidos en las conductas, desplazamientos, ubicacion,
profundidad e inferaccién con objetos en el estanque asi como el tiempo de
exposicion a eventos que generan ruido, entrenamiento y espectaculo. Se hizo un
catdlogo sonogrdfico y se determiné la proporcién de tiempo invertido en cada tipo
de sonido. En ambas belugas se observaron alteraciones de la hematometria asi como
una respuesta diferencial en la concentracién de cortisol ante el entrenamiento y
espectaculo en la que el animal de mayor edad presenta acumulacion sostenida de
cortisol durante los dias de trabajo. Ambos animales presentaron una considerable
riqueza y diversidad de conductas (16 conductas de desplazamiento y 19 asociadas,
diversidad probabilistica de 0.79 en reposo, 0.81 en espectdculo y 0.84 en
entrenamiento), no presentaron estereotipias, practicaron juegos entre ellos y con
objetos en la fosa asi como actividad sexual durante primavera y verano. Se concluye
gue el encierro es adecuado y se recomienda disminuir el nimero de espectdculos o

espaciarlos mds para permitir una mejor recuperacion de los animales asi como el

intercambio de uno de ellos por una hembra.




ABSTRACT

From July 2001 to May 2003, behaviour and indicators of stress were studied in two
belugas (Delphinapterus leucas) captive in the park La Feria in México City in order
to determine their welfare and to propose alternatives to improve it. Hematometry,
RIA-seric and salival concentrations of cortisol, salival osmolarity and viscosity as well
as temperature in three body sites, were examined. Breathing rate and behaviour in
four activity types (basal, resting, training and show) were also analyzed determining
the frequency and time invested in behaviours, movements, location, depth and
interaction with objects in the pool as well as the time exposed to noise-generating
events, training and shows. A sonographic catalog was made and the proportion of
time invested in each sound type was determined. In both belugas, alterations in
hematometry were observed together with a differential response in cortisol levels to
training and shows in which the oldest animal displayed sustained accumulation of
cortisol in work days. Both animals displayed a considerable behavioural richness and
diversity (16 conducts of movement and 19 associated, probabilistic diversity of 0.79
in rest, 0.81 in shows and 0.84 in training), no stereotypies, ploying among them and
with objects in the pool as well as sexual activity during the spring season and
summer. Captivity is concluded to be adequate though a decrease in the number of
shows or an increase in the interval between them is suggested to allow a better

recovery of animals. The exchange of one animal by a female is also adviced.



INTRODUCCION

En los afios 1840s el museo P.T. Barnum de Nueva York, exhibié vivos una beluga y un

delfin por primera vez en un acuario. En el siguiente decenio, los acuarios de
Westminster, Manchester y Blackpool exhibieron otras tres belugas. La beluga fue el
primer cetdceo en cautiverio que se sometid a entrenamiento en los Aqguarial
Gardens en Nueva York (Defran, 1980). La beluga es una de las especies mas
frecuentemente mantenidas en cautiverio en el mundo con la finalidad de
exhibicion, espectdculo e investigacién (Flores, 1991; Machorro, 1984).

En Canadd se tuvo la primera beluga en cautiverio en el acuario de
Vancouver en el afo de 1965. Esta era una hembra de nombre “Bela”, la cuadl
sorpresivamente dio a luz luego de pocos dias de estar en el acuario. Su cria fue un
macho al que llamaron “Lugosi”. Afos después, Lugosi y su companera “Sanaqg”
tuvieron una cria, “Kavna”, quien posteriormente también tuvo una cria (Paine,
1995). Esta historia es inusual, ya que, en general, la mayoria de los animales en
cautiverio dificiimente se reproducen. Habituaimente en el encierro se interpreta a la
reproduccién de animales en cautiverio como un signo de adaptacion al cautiverio.

Es comUn gue animales no domesticados que se someten a cautiverio para
fines diversos, mueran en plazos variables debido al estrés. Aun sobreviviendo en
cautiverio por periodos prolongados, el estrés y el tedio son por si mismos nocivos a
los animales al darles una mala calidad de vida.

El conocimiento limitado de la biologia de los animales que se encuentran en
cautiverio obstaculiza su mantenimiento y genera conflictos sobre la relevancia y
justificacidon de su confinamiento. Es por ello que el cautiverio debe facilitar
investigaciones que aporten conocimiento para la conservacion, proteccién vy
manejo de los animales. Los estudios que mayormente se realizan con mamiferos
marinos en cautiverio son en el campo de la fisiologia y en los cetaceos
principaimente en acustica. Estos frabagjos se enfrentan a inconvenientes dados por
el manejo, tipo y forma de alimentacién, la interaccién con humanos, el tamano del
encierro, el nUmero de individuos con los que se cuenta, las diferentes edades de los
animales, el sexo asi como el cambio frecuente de diferentes encierros. Derivadas

de lo anterior, algunas limitantes para el desarrollo de investigacion sobre animales



cautivos tiene que ver con la forma y medios para la obtencidn de las muestras, el
montaje de las técnicas de andiisis y las referencias para la comparacién entre
ensayos (Elsner y cols. 1988, Luna-Muioz y cols.1990}). A diferencia de estudios
fisioldgicos de animales en vida libre, los estudios de animales en cautiverio permiten
hacer el seguimiento de animales particulares, asi como la cuantificacion vy
separacién de las fuentes que influyen en la adaptacion al cautiverio.

En general, los estudios en cautiverio favorecen el desarrolio de técnicas y/o
planes de manejo para proporcionar condiciones de bienestar en los alojamientos
en que se encuentran los animales, aparte de proporcionar informacién sobre la
biclogia de la especie.

El conocimiento de los patrones conductuales en cautiverio permite hacer
algunas inferencias sobre los hdbitos de los animales aUn cuando muchas
conductas que se presentan en vida libre no se manifiestan en cautiverio y a la
inversa. Por tal motivo, es conveniente determinar el etograma de la especie en vida
libre y en cautiverio. En el caso del cautiverio, es conveniente describir las
caracteristicas del encierro, la interaccién con otros animales y personas asi como la
historia de la vida en encierro (Huntingford, 1984). Aungue, la conducta en vida libre
difiere de la cautiva, es posible desarrollar modelos experimentales que permitan
establecer los patrones del desarrollo de la conducta, su significado y variantes para
distintas condiciones (Vander-Klot, 1971). El estudio de la conducta en vida libre
permite determinar conductas adaptativas a la dindmica del ecosistema. Si se
obtienen diversos etogramas dentro de un ecosistema cambiante se puede, en
principio, inferir la evolucion conductual de la especie (Vaz-Ferreira, 1984).

Los estudios conductuales en cautiverio nos permiten conocer las bases
fisioldégicas de dicha conducta y con ello buscar formas que minimicen el estrés y las
alteraciones ocasionadas por el encierro. Pese a gue la beluga es uno de los
cetdceos que con mds frecuencia se encuentra en cautiverio, se tienen muy pocos
registros de la conducta. La mayoria de los registros conductuales de cualquier
cetdceo se ha obtenido en vida libre (Defran, 1980). Es crucial para lograr un buen
cautiverio el mayor conocimiento posible de las condiciones en que viven los
organismos asi como un control en el cual se mantengan de forma estable las

caracteristicas del agua, temperatura, alimento, salinidad y pH, entre otros. Con ello



se elimina el que las condiciones propias del confinamiento sean fuentes estresoras
{Machorro, 1984).

En México se tienen mamiferos marinos cautivos desde 1968 y hasta la fecha se
han mostrado al pUblico ocho de estas especies: 1) El lobo marino de Sudamérica
(Otaria flavescens), 2) El lobo marino de California (Zalophus californianus), 3) El
elefante marino (Mirounga angustirostris), 4) El lobo fino austral (Arctocephalus
australis), 5) La tonina o tursidon (Tursiops truncatus), 6) El delfin moteado (Stenella
attenuata), 7) La orca (Orcinus orca) y mds recientemente 8) La beluga
(Delphinapterus leucas) (Flores-Ochoa, 1991) (Figura 1).

Actualmente, dos belugas se exhiben en el acuario del parque La Feria. Estos
son dos machos, Niko y Gasper, que llegaron a México en 1998 provenientes de
Rusia. Ese mismo afio el parque La Feria solicitd asesoria al Laboratorio de Mamiferos
Marinos de la Facultad de Ciencias, UNAM, para atender diversos aspectos de
investigacién y observacién de las belugas, asi como para desarroliar una
investigacién que permi"riero monitorear el estado conductual y de estrés de los
animales. Se establecid un convenio que posteriormente modificd sus términos
debido al cambio de propiedad del parque en el afo 2001. Este trabgjo es el
producto de ese acuerdo y se desarollé del 2001 a 2003 con la finalidad de evaluar
el estado en el que se encuentran los animales, para ello se caracterizd la conducta
e indicadores fisioldgicos relacionados con el estrés tales como la tasa de
ventilacién, hematometria y niveles de cortisol, en relacién con las actividades a las
que se someten al participar en espectdculos y las condiciones del encierro en el

parque La Feria.
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Figura 1.Especies de mamiferos marinos que se han mantenido en cautiverio en
México. Lobo marino de Sudamérica (Otaria flavescens), Lobo marino de Califomia
(Zalophus californianus), Lobo fino austral (Arctocephalus australisi), Elefante marino
(Mirounga angustirostris), Beluga (Delphinapterus leucas), Orca (Orcinus orca), Delfin
moteado (Stenella attenuata), y Tonina o tursion (Tursiops truncatus) (Folkens,1996;
Camm, 1998).




ANTECEDENTES

ESTRES

1. Historia del estrés.

En el aflo 450 A.C., Bl filésofo griego Empédocles fue el primero en referirse al
balance del organismo al considerar a la materia como una mezcla conjunta de
elementos esenciales existentes en un estado armonioso. Su contempordneo
Hipocrates extendié el concepto aplicdndolo a los organismos, considerando el
estado armonioso o balance como el saludable y el desequilibrio como la
enfermedad y que este desequilibrio es un fendmeno “natural o normal”.
Empédocles sefala que los agentes desencadenadores del desequilibrio pueden
provenir del entorno tales como; frio, calor, humedad etc. Sydenham (1624- 1689)
refiere a los sintomas y signos como un reflejo del desequilibrio sistemdatico en el
organismo.

Casi dos siglos después Claude Bernard introdujo el término de medio interno
y posteriormente Walter B. Cannon fue quien acuid el término de homeostasis
(Chrousos, 1988). En 1915 Cannon propuso la idea de la “reaccién de alarma”
que explicaba la produccion del incremento de epinefrina como respuesta a la
exposicién a un agente estresor. Para 1920 Cannon ocupa el término estrés para
referirse a las condiciones internas y externas bajo las cuales el organismo
responde mediante la activacidn del sistema nervioso simpdatico para restaurar el
medio interno. Durante la década de los 1930's el mismo Cannon estudid la
respuesta de activacidon neurovegetativa y de la médula suprarrenal. A esta
respuesta inespecifica y generalizada la denominé “pelea o huida” y demostré
que esta respuesta es de tipo emergente ante un primer evento estresante
(Gémez-Gonzdlez, 2002). Hans Selye durante esta misma década utilizd
técnicamente la palabra estrés, tomada de la fisica en referencia a la accién de
las fuerzas que se ejercen dentro del cuerpo (Chrousos, 1988). Selye definié al

estrés como el estado del organismo que se manifiesta por un sindrome




inespecifico que consiste en una serie de cambios dentro del sistema bioldgico

que buscan hacer frente al desequilibrio (Gémez-Gonzdlez, 2002).

. Definicién de estrés.

El término “estrés” deriva del latin stringere que significa oprimir, apretar o atar. En
el siglo XVII se utilizd para expresar el curso emocional de los sujetos ante
situaciones adversas; ya en el siglo XVIll comenzd a aplicarse no sdlo para las
emociones sino para referirse a los factores desencadenantes de las reacciones
en el sujeto. Asimismo, la palabra estrés dentro del vocablo de habla inglesa
(stress) refiere a un excesivo esfuerzo o tension (Gomez-Gonzdlez, 2002). En el
sentido en que Selye lo toma de la fisica, el estrés es el estado que amenaza el
balance, equilibrio, armonia u homeostasis. Este mecanismo es un proceso no
especifico y parte de un proceso natural del metabolismo (Grzimek's. 1977;
Chrousos, 1988). En la actualidad, el término estrés se utiliza para aludir a cualquier
condicion que perturba seriamente la homeostasis (Chrousos, 1988, Gémez-
Gonzdlez, 2002).

. Agentes estresores.

Se denomina estresor al estimulo que inicia un desequilibrio homeostdatico, és're
puede ser fisico, metabdlico, conductual, ambiental o una interaccidén entre elios
(Grzimek’s. 1977; Gémez-Gonzdlez, 2002).

. Estrés agudo y crénico.

El estrés presenta dos modalidades que se diferencian por el tiempo de
exposicion y de duracién. El estrés agudo (EA) ocurre cuando el organismo se
expone a un estresor de corta duracién. Esta respuesta se puede generar de igual
manera cuando se expone a un solo evento o a varias exposiciones aisladas,
afectando sélo una parte del ciclo de la vida del organismo. El estrés crénico (EC)
se presenta mdas cominmente siendo del tipo incidental, ya que el nivel del
estresor en el organismo es subumbral, produce un efecto a largo plazo,
tipicamente afecta el ciclo de vida, presiona hasta el limite fisiologico del sistema,

provocando reduccion del crecimiento, reduciendo la reproduccidn; ya sea en €l




nUmero de crias y disminuyendo los logros de prefamiento. Otro efecto que
genera el estrés es una vulnerabilidad inmunolégica. En el estrés cronico, el
estresor se presenta de una forma continua y en largos periodos, manteniéndose
en niveles subumbrales o de una forma en que no es posible correlacionar su
efecto con una modificaciéon inmediata sino que la caracterizacion de ese efecto
es observable mucho tiempo después; por ejemplo, un animal que no ha sido
alimentado bien en un futuro puede ser poco resistente a otro nuevo estresor
como una enfermedad, cambio de clima brusco o escasez de alimento
(Marshall, 1990).

El estrés crénico se provoca ya sea en forma directa o indirecta. La primera
se refiere a trastornos metabdlicos que se pueden originar a escala celular u
orgdnica que inducen un dano general, ejemplos de ello son los trastornos
respiratorios, cardiacos, circulatorios y de produccién de enzimas, ente otros. El
estrés crénico indirecto se refiere a las influencias externas en el organismo tanto
indispensables como transitorias. La fuente, calidad y cantidad de alimento,
competencia para el apareamiento, posicién jerdrquica son algunas de las
influencias indispensables, las transitorias son por ejemplo fluctuaciones en la
temperatura, cantidades de depredadores circundantes entre otras (Marshall,
1990; Terrass, 1994). |

. Clasificacion de las respuestas de estrés.
La respuesta de estrés consta de tres etapas; alarma, resistencia y extenuacion
(Pickering, 1981; Chrousos, 1988; Herndndez-Ballesteros, 1998; Gomez-Gonzdlez,
2002). Cada etapa del estrés se puede relacionar en un nivel de integracion de la
respuesta (Figura 2), estas vias son: la neuronal, la de renina-angiotensina y la
humoral. La primera etapa tiene mayor relacién con la via neuronal como con la
de renina-angiotensina. La etapa dos conserva activas la via neuronal y la via
renina-angiotensina, pero empieza a ceder el control a la via humoral, que es la
ruta que prevalece durante la etapa tres de respuesta al estrés.

Las tres etapas se han dado a conocer comunmente como Sindrome Generdl
Adaptativo, aunque, esta denominacién es mas aplicada a la etapa tres (Kopin'y

cols, 1988), dado que el establecimiento de patologias es lo que da la
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Figura 2.Esquema de las vias de respuesta ante un agente estresor. Estas vias no
son excluyentes al funcionar; pueden actuar cooperativamente, antagénicamente o
agdnicamente. Tomado de Norman, 1997.




denominacion de sindrome. Para el establecimiento de la tercer etapa se

requiere de las dos primeras, sin embargo, la fase uno y dos pueden ser

terminales, es decir, su accidén basta en algunos casos para el restablecimiento de

la homeostasis.

5.1.

5.2.

Etapa uno, de alarma o inicial.

Es una respuesta neurovegetativa de corto plazo (Gédmez-Gonzdlez, 2002), es
de fipo agudo. La presencia del estresor puede generar dos tipos de
respuesta, pasiva o activa, durante la respuesta hay un punto donde Ia
expresidn de un tipo de respuesta excluye la otra (Figuras 2 y 3) aunque el
proceso inicial de accién sea simultdneo. En ambos casos, la respuesta
primaria estd condicionada a experiencias tempranas o respuestas
dependientes de los genes. La respuesta pasiva se regula mediante la
senalizacion entre el hipocampo y el septum, estos a su vez sefalizan a
diferentes blancos, induciendo conductas sumisas y de tolerancia (Guyton,
1989; Norman, 1997). La via activa se encuentra principaimente mediada por
el sistema nervioso simpdtico y la médula suprarrenal, que secretan
catecolaminas; norepinefrina (NE) y epinefrina (E) (Goémez-Gonzdlez, 2002)
(Figura 2). Este mecanismo se inicia al reconocer el estimulo como una
amenaza para la homeostasis, el sistema nervioso central envia la
sefalizacién al neurohipotdlamo vy sistema limbico. Se promueve una
respuesta neuroenddcrina (Figura 2), en la que se involucran el hipotdlamo, la
hipéfisis y las gldndulas suprarrenales generando secreciones neuroendocrinas
que comunican y activan procesos metabdlicos, induciendo alertamiento y
disposicidén del organismo permitiendo la adaptacién (Dierauf, 1990; Kirby,
1990; Marshall, 1990).

Etapa dos, resistencia, tolerancia limite, adaptacién, agotamiento.

La respuesta inicial del organismo se sostiene, el proceso es gobernado aun
por la presencia de epinefrina y norepinefrina y con ello se asegura un aporte
energeético y de agudeza sensorial con relacion a los acontecimientos del

entorno. También se genera una respuesta de analgesia con el que se
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Figura 3. Activacién de reaccidn defensiva; via activa (pelea- huida); que puede dar
paso al sindrome general adaptativo. La via pasiva (Pérdida de control), es de tipo terminal.
Estas vias, la activa y pasiva, son excluyentes. Tomado de Norman, 1997.



promueve un amortiguamiento contra ei estresor. A medida que la respuesta
se sostiene se empieza a generar un agotamiento de la respuesta
catecolaminérgica (Figuras 2 y 3), la otra via activa en la resistencia es la del
sistema limbico, la cual induce la secrecidn de glucocorticoides. En esta
etapa todos los mecanismos intentan restablecer el balance del metabolismo
y en caso de agotarse las respuestas, se da paso a la instalacién de
paatologias (Selye, 1946, Pickering, 1981; Kirby, 1990; Norris, 1997).

5.3 Etapa tres, sindrome general de adaptacion, mala adaptacién,
desgaste, extenuacion.
Es la Ultima etapa del estrés. El sistema sobrecarga su capacidad llevando al
organismo a una imposibilidad de respuesta adaptativa, generando lesiones
orgdnicas y/o funcionales irreversibles bdsicas para el sustento del organismo.
Se establecen multiples patologias que pueden llevar a la muerte (Selye, 1946,
Kopin y cols, 1988; Herndndez-Ballesteros, 1998; Gémez-Gonzdlez, 2002).

6. Respuesta de estrés del sistema simpdtico.

El sistema nervioso genera una sefial de alerta induciendo la secrecidon de
acetilcolina (ACh) la cual es secretada en todo el cerebro, principalmente en la
corteza motora, en las motoneuronas que inervan los musculos esqueléticos y en
neuronas preganglionares del sistema nervioso periférico (Guyton, 1989). Se da
una alta estimulacion del sistema nervioso simpdtico (SNS) con la cual se activa la
funcién de la gldndula supramrenal y se presenta hiperplasia. Ademas de la
secrecién de la NE en el tronco encefdlico e hipotdlamo, principaimente en el
nucleo ceruleus y la secrecién de la serotonina (5-HT) en el nicleo medio del rafé
y en el fronco encefdlico; se genera una estimulacién al nicleo paraventricular y
éste secreta la hormona liberadora de corticotrépina (CRH) gue se encarga de la
secrecién de los glucocorticoides los cuales son ya caracteristicos de la fase dos
(Hadley, 1996; Norman, 1997).
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7. Respuesta de estrés via renina-angiotensina.

La sefidlizacién del sistema nervioso induce la secrecion de NE generando la
respuesta mdés rdpida y primaria mediante los mineralocorticoides (Figura 2),
activando al rindn y el sistema renina-angiotensina. La acciéon del SNS induce la
liberacién de la enzima proteolitica renina que es secretada por las células de la
pared aferente de los capilares de la cdpsula de Bowman y aparato
yuxtaglomerular (AYG). La molécula blanco de la renina es la az-giobuling,
proteina glicoproteica sintetizada en el higado. La molécula es dividida en un
puente leucina-leucina liberando un péptido de 10 unidades, la angiotensina | la
cual, mediante una enzima de conversidn, deja un péptido de ocho unidades
“denominado angiotensina Il. La angiotensina Il induce una vasoconstriccion de las
arteriolas y con ello provoca un incremento en la presidon arterial aumentando asi
el flujo sanguineo renal y la tasa de filtfracion glomerular. La angiotensina i
también estimula la liberacién en la corteza suprarrenal de la hormona esteroide
aldosterona (Eckert, 1990).

La aldosterona es un mineralocorticoide, unov de sus funciones es la
retencidén de sales. Las células blanco de la aldosterona se encuentran en el
tbulo distal de la nefrona. En éstas se aumenta la tasa de reabsorcién de sodio y
cloro y posteriormente por osmosis de agua, esta reabsorcion de sodio y cloro
tienen efecto de constriccion de la pared arteriolar. En los mamiferos, la
aldosterona estimula la reabsorcidon de sodio en las gldndulas salivales,
sudoriparas y coion (Eckert, 1990).

Los receptores a mineralocorticoides presentan ritmo circadico y su
funcionalidad depende de la densidad que se tenga de ellos. Las secreciones
principales de los mineralocorticoides son la aidosterona y desoxicorticosterona.
La secrecién de la aldosterona se controla fundamentalmente por un idn potasio
en la sangre y por la angiotensina ll. La desoxicorticosterona produce los mismos
efectos que la aldosterona en el manejo de electrolitos, sin embargo, su
capacidad de accidn es mds baja que la de la aldosterona. Mediante
reacciones enzimdticas sobre la desoxicorticoesterona, se puede formar
aldosterona (Eckert, 1990; Korte, 2001).



8. Respuesta de estrés via hipotdlamo-hipdfisis-suprarrenal.

La ofra via que se activa en la etapa de resistencia es la que se promueve por el
sistema limbico mediante la activacién del hipotdlamo el cual secreta la
hormona liberadora de corticotropina (CRH) que hace blanco en el pars
intermedia de la hipdfisis. Con ello se estimula la liberacion de la hormona
adenocorticotréfica (ACTH). La formacién de ACTH depende de la presencia de
la enzima proteolitica Pc2 y de la existencia del precursor proopiomelanocortina
(POMC) que es una prohormona, que al tener contacto con la Pc2 en presencia
de la a-melanotropina (a-MSH), se fragmenta generando la aparicidén de ACTH, y-
lipoproteinas y B-endorfinas. La ACTH actia bdsicamente en ia sintesis de
glucocorticoides y a la de dehidroepiandrosterona (DHEA) (Norman, 1997; Norris,
1997).

Un mecanismo de retfroalimentaciéon positiva rdpido para mantener la
secrecion de ACTH involucra tanto a la CRH y a la arginina vasopresina (AVP) las
cuales son secretadas por las mismas neuronas (Norris, 1997) ademds de la
eminencia media bagjo la induccién del nicleo supraquiasmdatico el cual es
estimulado a su ves por neuronas con osmorreceptores o baromrreceptores. El
nUcleo supraquiasmatico estimula a la eminencia media induciendo la secrecion
de AVP, la cual a su vez induce la secrecidn de la ACTH Yy subsecuentemente la
secrecion de glucocorticoides (Hadley, 1996; Norris, 1997).

Los glucocorticoides secretados (cortisona, cortisol, corticosterona y 11-
desoxicorticosterona) inducen la accién anabdlica en el higado y catabdlica en
musculo y tejido adiposo. La alta produccién de glucocorticoides antagoniza la
accién de la insulina ademads de disminuir la afinidad de sus receptores. Con ello
los glucocorticoides elevan los niveles de glucosa, haciendo disponible la energia
para una capacidad de respuesta del organismo y manutencion del estado de
respuesta. Asimismo, la secrecién de estas hormonas generan cambios en los
niveles de renina, calcitocing, tiroxina, hormona paratiroidea, glucagon,
erifropoyetina y gastrina. Con ello las modificaciones correspondientes a la
accidén de estas hormonas. Otra de las funciones de los glucocorticoides es inducir

la baja de la actividad peristditica y por lo tanto la actividad digestiva, en esta




etapa se promueve el continuo procesamiento de las hormonas reguladoras
como la Tiroxina (T4) y Triyodotironina (Ts). Estos procesos humorales y metabdlicos
mantienen un estado de respuesta exacerbada, pero que puede ser reversible.

Los glucocorticoides son indispensables para la sintesis de catecolaminas
para los nervios simpdticos, ademds de que estabilizan la movilizacidén de
catecolaminas; los cambios en las concentraciones de E y NE inducen un
incremento en la frecuencia cardiaca y una constriccion en el lecho sanguineo
periférico. (Hadley, 1996; Norman, 1997; Norris, 1997).

Las secreciones de glucocorticoides tienen ritmos ciclicos pero sus
receptores no, esto resulta en una asincronia que es regulada por la accidén de los
inductores hipofisiarios de corticoesteroides. En el caso de los mineralocorticoides
es inverso ya que los receptores si presentan ritmicidad y no asi sus secreciones.
Estos procesos mds bien parecen mecanismos regulatorios y preventivos para
evitar una recarga en el sistema (Korte, 2001).

Otra forma de actuar de la ACTH es asociarse con B-endorfinas induciendo
una respuesta analgésica y con ello llevar a una paralizacién en la respuesta de
activacién (Norman, 1997; Norris, 1997). Cuando el estresor tiene efectos severos y
no hay una solucidn de adaptacién en las respuestas del organismo, el
desencadenamiento de la accién de los mecanismos reguladores trae como
consecuencia la alteracién del procesamiento normal del sistema que puede
inducir un estado de enfermedad severo (Chrousos, 1988; Kirby,1990; Plotnikoff,
1991; Gémez-Gonzdlez, 2002).

. Eventos bioguimicas durante el estrés.

En algunas especies de mamiferos (ratdn, rata y conejo) se ha observado gue
algunos adrenocorticoesteroides a bajas concentraciones (10¢ M) producen
atrofia en el ﬁmo, inhibicién de la produccién de anticuerpos v lisis en los linfocitos
{Claman, 1988). En humanos, la presencia de glucocorticoesteroides induce
neutrofiia y decremento en el nimero de linfocitos, eosindfilos, basdfilos y
monocitos en sangre periférica (Claman, 1988; Bossart, 1990). Ademdas de inhibir Ia
produccién de citocinas (monocinas, interleucinas e interferdn) asi como disminuir

la expresidn de modleculas de superficie de los antigenos tales como la murina




clase II y del complejo mayor de histicompatibiidad (CMH), el antigeno
presentador de los monocitos, el factor Fc en la inmonoglobulina. Esto se refleja
en la disminucidn de la respuesta inflamatoria. Otros de los efectos son de tipo
antipirético, induccién de vasodilatacion y supresion de sintesis de anticuerpos
haciendo evidente la depresidon del sistema inmune (Claman, 1988; Rothhut y col,
1988; Sweeney, 1990, Plotnikoff, 1991).

La actividad inflamatoria se inicia a partir de varios eventos de membrana,
permitiendo la formacién de mediadores Iipl’dicos (prostaglandinas, leucotrinas y
“PAF-aceto-éter”, factor activador de plaguetas, 1-0-alquil-2- accetil-Sn-glicerol-
3- fosfolina) en presencia de fosfolipasa A2 (PLA2). La activacidn inicia liberando
grasas insaturadas, principalmente dcido araquidénico, si el substrato es fosfatidil
colina el derivado de la interaccidén es PAF-aceto-éter, el resultado de este
proceso genera una refroalimentacion positiva, lo cual si no es detenido inuce
una fuerte edemizacién. El proceso controlador de la actividad inflamatoria se da
mediante la lipocortina, que es una fosfolipasa endégena (Rothhut y col, 1988). La
activacién del mecanismo comienza por un ligando del receptor de membrana,
que estimula a la fosfolipasa C hidrolizando a la polifosfoinostidina en diacilglicerol
e inositol triptéfano. El diacilglicerol estimula a la proteincinasa C, que fosforila
varias proteinas entre ellas la lipocortina, logrando el sistema regulatorio. Si en el
sistema se produce gran cantidad de lipocortina o bien hay una reduccién en la
concentracién de fosfolipasa C se detiene la actividad de PLAz, con lo cual la
respuesta inflamatoria disminuve.

La aldosterona y el cortisol inducen la retencién de sodio y excrecién de
potasio siendo mds eficaz la via de la aldosterona. Esta Ultima también induce el
aumento en la excrecidon de iones de hidrogeno. Por otra parte los
glucocotricoesteroides disminuyen la absorcidén de calcio en el intestino y
aumentan la excrecion renal. El tejido muscular puede sufrir de hipopotasemia a
causa de la accién de la aldosterona. La presencia de altas concentraciones de
glucocorticoides genera la emaciacion. En cuanto al sistema nervioso central, el
efecto se refleja en la conducta y lo actividad electroencefalogrdfica
(Goodman, 1988).
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Un efecto derivado de Ila secrecidn de glucocorticoides por
retroalimentacion al hipotdlamo induciendo la secrecidon de CRH, es el efecto
que tiene esta hormona sobre la secrecién de somatostatina (SS) y dopamina
(DA), ya que éstas reducen la secrecidn de la hormona del crecimiento (GH) y

prolactina (PRL) fespecﬁvomem‘e (Norris, 1997).

Observaciones durante el cautiverio.

En los animales en cautiverio es frecuente encontrar alteraciones fisioldgicas, tales

“como cambios en la quimica sanguineaq, arritmias cardiacas, modificaciones de

los patrones de respiracion y pérdida de peso entre otros (Omar, 1995). Estas
alteraciones se pueden hacer evidentes por la fisonomia del animal o bien por los
despliegues conductuales andmalos y/o esteriotipados. Las esteriotipias son
conductas repetitivas que no son propiamente un patrone con significado de una
necesidad fisioldgica (Mason, 1991).

El estrés puede identificarse mediante la valoracién fisiolégica, una vez que
se ha descartado Ia posibilidad de una enfermedad y'cuondo se reconoce que
el origen del cambio en la conducta responde a un estresor. La respuesta al
estimulo depende de la intensidad, la naturaleza del mismo y también de la
capacidad de respuesta del organismo lo que implica la consideraciéon de la
intensidad del estimulo con relacién al umbral de respuesta, formas de respuesta,
adaptacién, sensibilizacién, aprendizaje o conocimiento previo del estimulo
(Terrass, 1994). Las causas fisicas no necesariomente tienen que ser eventos
estruendosos o incémodos a simple vista.

~ Se ha observado que los animales son poco tolerantes a la carencia de
estimulos y tienen la tendencia a buscar cambios en su entorno. Cuando Ios
estimulos son uniformes y repetitivos suelen presentarse despliegues motivados por
la bUsqueda de estimulacién o como via de liberacién a la monotonia {Newberry,
1994y 1995). Se ha observado que la monotonia, exceso de calma, estimulos muy
sutiles y el aburrimiento son fuentes de estrés (Valdés, 1990; Newberry, 1995). Sin
embargo, no se ha podido encontrar fisioldgicamente una correlacién entre la

respuesta de tipo estresante y la pobreza de estimulos. (Valdés, 1990).
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El estrés en los mamiferos retarda el desarrollo de los individuos jévenes y
altera evidentemente el comportamiento y fisiologia de los adultos. En las
hembras perturba la funcién de las gldndulas mamarias y en casos graves las
incapacita para reproducirse, ocasionando uAn comportamiento masculinizado.
En los mamiferos escrotados, el estrés provoca en los machos jévenes el retraso
del descenso testicular y en los machos adultos los testiculos vuelven a la cavidad
abdominal. El estrés provocado por las agresiones entre los diferentes habitantes
del encierro o por la aglomeracidn ocasionan cambios conductuales vy

endécrinos que pueden llevar a la muerte del animal (Irendus, 1979.)

Mamiferos marinos en cautiverio.

Los mamiferos marinos que se encuentran en cautiverio estan expuestos a otros
agentes estresores ademds de los fisicos y quimicos del medio en que se
encuentfran. Estos son, la administracidon de medicamentos preventivos y/o
curativos, el hecho de estar supeditados a un entrenamiento, el cual se basa en
el condicionamiento operante para obtener el alimento. La generacién del estrés
en estos organismos se manifiesta de diversas formas, algunas de ellas se
confunden con un padecimientos patoldégicos como son vémito y disminuciéon en
la actividad ambulatoria. Otras manifestaciones de estrés son la ingesta de
objetos extrafos, autoagresidon, rozamiento, desgaste de dientes, peleas,
agresividad, exageracion de las conductas y/o estereotipias. La actividad sexual
se fiende a incrementar como indicio de aburimiento, al igual que los
despliegues de agresividad y sumisién. El nerviosismo se manifiesta como una
hiperactividad, siendo esto un indicio de una mala adaptacion -al encierro
(Sweeney, 1990).

En los valores de algunas hormonas producidas en las gldndulas suprarrenales
relacionadas con el estrés, en cetdceos y otras especies, Cuadro 1, se observa
que los valores de corticoesterona son elevados para los cetdceos, ademds de
que los mineralocorticoides presentan valores menores a los reportados en res y
en humano. El valor reportado de cortisol proviniente de tejido suprrarrenal de |
beluga muestra valores notablemente diferentes (Cuadro 2), cabe mencionar

que estas muestras provienen de gldndulas supprarrenales con hiperplasia (Lair y




cols, 1997), a diferencia de los valores de cortisol sérico en belugas reportado por
St. Aubin (2001) {Cuadro 2).

Cuadro 1. Concentracién de glucocorticoides y mineralocorticoides en las gldndulas
suprarrenales de cetdceos varados y algunos mamiferos terrestres. Tomado de
Carballeira y cols, 1987.

Concenfracién de glucocorticoides Proporcién . Concentracién de mineralocorticoides

Espécimen (ng/mg *; valor + DE) hormonal {(ng/mg *; valor + DE)
Cortisol (F) Corticosterona (B) (F/B) Aldosterona
achalote pigmeo
Cachalote pigme 21+ 0.4 70+ 03 03 0.009 + 0.003
Kogia breviceps
Zifio de Gervais
27+ 03 8.4+ 0.6 0.3 0.008 + 0.002
Mesoplodon europaeus
Belugas» 24.1-1459
Delphinapterus leucas ng/mL,
Re
s 38+ 0.9 14+ 0.4 27 0.327 + 0.07
Bos taurus
Humano (quirdrgico
v (quirrgico) 20 02 09+ 0.1 6.7 0.180 = 0.06
Homo sapiens sapiens
Rata
195+ 13 1.050 + 0.05

Rattus rattus

* Tejido de glandula suprarrenal.

+» Tomado de Lair 1997.

Cuadro 2. Concentracién de cortisol en sangre de cetdceos, odontocetos (beluga y delfin)
y en un misticeto {rocual comun).

Espécimen

Intervalo (ng /mtl)

Autor

Beluga .

5.625-74.197 St. Aubin, 2001.
Deiphinapterus leucas
Delfin nariz de botella 100 - 560 Ortizy col,1999.
Tursiops truncatus
Rocual comun *

0.726 - 60.984 Mijeld, 2001

Balaenoptera physalus

* Las muestras se tomaron por la mafana.



En el cuadro 3, se observa que los valores de E de cetdceos son parciaimente
diferentes a los de mamiferos terrestres, los valores de NE en cetdceos son
elevados respecto a los humano y la rata y menores respecto a la res. Por otro
lado, el valor de dopamina en cetdceos es mds alto que el observado en

mamiferos terrestres (Caballeira y cols, 1987).

Cuadro 3. Concentracién de catecolaminas en gldndulas supramenales de cetaceos
varados y de algunos mamiferos terrestres. Tomado de Carballeiray cols, 1987.

Espéci Concentracién de catecolaminas (ng/mg *; valor + DE) Proporcién hormonal
spécimen
Epinefrina (E) Norepinefrina (NE) Dopamina (DA) E/NE E/DA
h .
Cachalote pigmeo 400+ 100 1300 + 400 80+ 10 03 5
Kogia breviceps
Zifio de Gervais 500+ 200 1400 + 200 90+ 30 03 6
Mesoplodon europaeus
Res
5100 + 900 2700 + 300 206 .9 255
Bos taurus
Humano irorgico
umano (qu irdrgico) 1000+ 200 500+ 200 5% 1 20 200
Homo sapiens
H Autopsi
umano (Autopsiol 800 + 200 300+ 60 < 4t2 27 200
Homo sapiens sapiens
i
Rata 400+ 30 100 + 10 541 40 80

Rattus rattus -

* Tejido de gldnduia suprarrenal.

El ruido es uno de los factores de estrés mds importante para cualquier animal,
particularmente para los cetdceos cuya percepcién del ambiente es
fundamentalmente auditiva.

Se ha reportado que los patrones de intensidad y las frecuencias en la emisidn
de sonidos de los cetaceos varian de acuerdo al ruido ambientai de la localidad.
Asimismo se ha visto que la agudeza de percepciéon en la ecolocalizacion
disminuye conforme el ruido ambiental aumenta (Au y cols, 1985; Penner y cols,
1986). También se ha reportado que la diversidad de sonidos se incrementa en las
temporadas de apareamiento, respecto a las temporadas no reproductoras

(Chernezky y cols, 1990).




BIOLOGIA DE LA ESPECIE

1. Sistemdtica.

1.1.Registro fésil: Los kentrioddntidos, de hace 25 millones de afos, dieron origen a la
superfamilia Delphinagidea que aparecid en el Mioceno medio. De esta
superfamilia se deriva la familia Monodontidae en el Mioceno tardio y en el
Holoceno aparece el género actual, Delphinapterus (Barnes y cols. 1985; Wilkie,
1988).

1.2. Ubicacién taxondmica:

Phylum: Chordata

Clase: Mammalia

Orden: Cetacea
Suborden: Odontoceti
Superfamilia: Delphinaidea
Familia: Monodontidae
Genero: Delphinapterus
Especie: D. leucas

1.3. Sinonimia: Los diversos nombres por los que se le conoce a la especie se basan
en su color. Por ello, recibe el nombre de ballena blanca o ballena blanca del
Artico. Es erréneo referirse a este animal como una ballena, ya que es un
odontoceto y en dado caso estd mdas emparentado con los delfines. En Rusia se
le conoce como belukha [biélujha], que deriva de beabin  [Biélii] que quiere decir
blanco (Pravednicifi y col, 1999), los Inuits del este del artico de Canadd la llaman
Killealuak o Killeluga, los esquimales Pullzag o Keelaluga y en algunas regiones de
Alaska se le conoce como Yupik (Leatherwood y cols, 1988). En Japdn se le llama
Shiro iruka; Marsouin blanc en Francés; en alemdn se le conoce como Weisswale,
Hidvalen en danés y Mjaldur en Islandia (Ridgway y Harrison, 1989). Oftra
caracteristica que le ha dado nombre es la riqueza de sus sonidos por lo cual se

llama también canario marino (Brodie, 1989).
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Carrer, M. 1998

Figura 4. Fisonomia de la beluga, carece de aleta dorsal y en su lugar se aprecia una cresta
dorsal. Sus aletas pectorales son cortas con forma de remo. La cabeza es corta y el melén prominente.

Los adultos son de color blanco y las crias son de color azul pizara. Tomado de Carwardine, 1998.
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Figura 5. Mapa de distribucién de las Belugas en el mundo! Area de distribucién, fArea de

conceniracién costera; a Poblacion amenazada por la degradacion del habitat; @ Poblacion
amenazada por caza excesiva. Tomado de National Geographic, 1994)
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Camm, M. 1998
Figura 4. Aleta caudal de beluga adulto {lzquierda), se observa marcada la muesca
interlobuiar, en ambos I6bulos se observan convexos y con depdsito pigmentarios. Aleta caudal de
beluga infante (Derecha), la muesca es incipiente, los bordes son planos y no hay depdsitc de
pigmentacion, ademdas de la diferencia de coloracién de la del adulto. Tomado de Carwardine, 1998.
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2. Distribucidén geogréfica.

Las belugas se encuentran en el circulo polar Artico y subdrtico (Canadd, Alaska,
Rusia, Noruega y Groenlandia) llegan al sur de la Isla Sakhalin, islas Aleutianas, Rio
San Lorenzo y dreas cerca de los 50° N; son comunes en la Bahia de Hudson y
ocasionalmente se encuentran al sur de Massachusetts y muy raramente hasta el
Golfo de Vizcaya en Espafiia. Su limite boreal estd dado por la presencia de hielo
(Figura ) (Wilkie, 1988; Paine, 1995). Se les puede localizar en aguas dulces o
salobres de los deltas, turbias y someras asi como en zonas peldgicas profundas
(Leatherwood y cols, 1988). La temperatura del agua va de los 4 °C a los 7 °C
durante el invierno y en primavera y verano oscila entre los 14 °C a 20 °C {{Wilkie,
1988; Brodie, 1989).

3. Anatomia.

3.1. Caracteristicas: Las belugas son de cuerpo robusto, la cabeza es relativamente
pequena, presentan una protuberancia frontal redonda, formada de lipidos, que
se denomina meldn. La beluga carece de aleta dorsal, en su lugar presenta una
joroba o también conocido cresta dorsal, las aletas pectorales son cortas y
curvadas hacia arriba (Figura 4). La cabeza tiene movilidad rotatoria, vertical y
lateral, esto debido a que tiene vértebras cervicales no fusionadas. Los dientes
son coénicos, por lo general 32 piezas. En el estado adulto la piel es de color
blanco a blanco amarillento. Existe dimorfismo sexual en la talla, el macho es un
poco mdas grande que la hembra (Burton,1990; Wilkie,1988; Carwardine, 1998;
Marquette, 1978; Cox, 1989). El cariotipo de las belugas muestra 44 cromosomas
(Brodie, 1989).

3.1.1. Coloracién: Tienen ojos cafés. La coloracion de la piel varia con la
edad. Al nacer las crias son de color gris pizarra obscuro variando @
rosado pardo. Este color cambia a los dos anos de edad a un gris claro,
blanco azulado claro o gris ambarino. Esta coloracidén es indicativa de la
etapa juvenil la cual comprende entre los tres y cinco afos de edad. En

la etapa adulta la coloracién es blanca conservdndose sélo un margen
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de pigmentacién obscura que va de café a negro, en el borde de la
aleta caudal y espordadicamente en el borde de las aletas pectorales
(Carwardine, 1998).

3.1.2.Dimensiones:
¢ Recién nacido: 1.5 a 1.6 m de longitud y alrededor de 45 Kg de peso.
e Juvenil: 2a 3.5 m de longitud y 0.4 a 1.0 ton de peso.
¢ Hembra adulta: 3a 5.2 mde longitudy 1 a 1.5 ton de peso.
e Macho adulto: 3a 5.5 m de longitudy 1 a 1.8 ton de peso.

3.1.3.Aleta caudal: En los recién nacidos los bordes son casi rectos y se van
haciendo convexos en las siguientes etapas, ocasionalmente, en los
adultos, se observa una coloracién pardo obscuro en los bordes de la
aleta caudal. La muesca entre los Idbulos estd muy marcada en el

adulto (Figura 6)

3.2. Esqueleto:

Vértebras totales: de 50 a 51.

Cervicales 7.

Dorsales 11 a 12.

Lumbaresde 6 a 9

Caudales de 23 a 26.

Tiene de 11 a 12 pares de costillas de las cuales 7 a 8 tienen dos cabezas y de
estas 7 a 5 pares estdn articuladas con el esterndn. Las costillas dorsales no
estén completamente osificadas y la Ultima en particular es dificil de localizar
y/o contar.,

Falanges:1de 1 a2, lide éa 7. lided4ab iVde2a4yVde2a 4 (Wikie,
1988).

Dentadura: Presentan hasta 40 dientes aunque lo mds comun son 32, 16 en
cada mandibula. La denticion se lleva a cabo en el primer afo de vida y son

monofiodontos. Los dientes son conicos.

3.3. Aparato digestivo: La boca y el esdfago son relativamente pequehos, hay cinco

compartimentos estomacales y sélo el primero es comparable con otros

mamiferos. Los estdmagos tienen la capacidad de digerir y absorber los
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alimentos. El intestino es relativamente mds delgado que el de otros mamiferos y

se estima una longitud de siete a nueve veces el largo del cuerpo.

3.4. Otros érganos internos: Los pulmones presentan diferenciacién en tamano vy
peso siendo mds grande y pesado el derecho que el izquierdo,
dproximcdomen’re un kilogramo mds. Bl rifndn tiene forma oblongada, es
multilobulado (se estiman hasta 400 I6bulos), el corazdn tiene una aorta gruesa y
elastica, el peso del corazén es de aproximadamente de 4.2 Kg en un individuo
de 954 Kg (Ridgway y Harrison, 1989). El bazo representa el 0.02 % del peso
corporal (Berta y Sumich, 1999).

4. Hematologia y endocrinologia.

En el cuadro 4 se pueden observar algunos valores reportados de los elementos
sanguineos y de dos hormonas (cortisol y aldosterona) reportados para belugas,
los valores del cuadro 4 provienen de datos de organismos que fueron
capturados explicitamente para el muestreo. Las variaciones en algunos
intervalos podrian deberse al efecto propio del muestreo o bien por ias horas del

dia cuando se tomo la muestra.

Cuadro 4. Vaiores hematologicos y hormonales reportados pera Delphinapterus leucas.
Tomado de Cornell y cols. {1998) y St. Aubin {2001).

Elemento Cornell y cols. St. Aubin

Tipo celular
Eritrocitos 3.26 x 108 cel/ mm3 3.56 £0.61 x 10¢ cel/mm?3
Neutrofilos 4,700 cel/mm3 100 + 130 cel/mm3
Linfocitos 2,500 cel/mm3 3,700 £ 2000 cel/mm3
Monocitos 500 cel/mms3 430 + 280 cel/mm3
Eosindfilos 700 cel/mm?3 2,700+ 1300 cel/mms3
Hormonas ;
Cortisol -- 32,346.93 £16,516.5 {(pg/mL)
Aldosterona - 117 £ 220.68 (pg/mL)

24




5. Fisiologia.

5.1.Recepcidén y emisidén acustica: Los cetdceos se diferencian de los otros mamiferos

en algunas de las estructuras, mecanismos de emisidén y recepcion de las sehales
acusticas. Estas adaptaciones permiten la recepcidon de sefales que estdn fuera
del espectro audible humano, 18 - 15 000 Hz (Grob, 1982, Berta, 1999). El intervalo
audible para los cetdceos varia dependiendo de la especie, siendo el del delfin
nariz de botella (Tursiops tfruncatus) el de aparentemente mayor espectro (Figura
7)) (Au, 1993).

Entre organismos de la misma especie pero de diferentes regiones y/o
temporadas reproductivas, hay variacién en los cédigos acusticos (Huntington,
1999). Las frecuencias de emisidn tienen un intervalo infrasdénico menor a los 18 Hz
hasta niveles ultrasénicos mayores a los 20 000 Hz {Au, 1993; Berta, 1999).

El aparato auditivo de los cetdceos como el de todos los mamiferos se
divide en fres secciones: oido externo, oido medio y oido interno. El oido externo
de los cetdceos carece de un pabelldén auditivo, presén’rondo un meato auditivo
a cada lado de la cabeza (Figura 8). El oido medio vy el oido interno se
encuentran dentro de la bula, la bula es una estructura dsea flotante que se une
al crdneo mediante tejido conectivo y graso (Figura 9).

AUn es incierta la forma en que los cetdceos perciben el sonido ya que
algunos investigadores han considerado no funcional el meato auditivo (Bertq,
1999), por ello la teoria alterna es que esta recepcién se realiza mediante la
mandibula, la cual se conecta con la ventana oval mediante la parte final donde
se encuentra un hueso denominado: “hueso predtico”. El funcionamiento de la
recepcion mandibular se basa en la presencia de un canal lleno de lipidos, de
baja absorcidn de sonido y que tienen la misma composicidon que los lipidos que
constituye al meldn (Au, 1993).

Existen dos teorias que explican los mecanismos de ecoubicacidén de los
cetaceos. Una que atribuye la produccion del sonido a la laringe apoyada por
diferentes autores; Lilly y Miller en 1996, Evans y Prescott en 1962, Purves en 1967,

Blevins y Parkins en 1973 y Schenkka en el mismo afo (Au, 1993).




Agura 8. Meato auditivo en Delphinapferus

leucas, se ubica en posicién posterior al ojo, a la . i s

altura de la flexién del cuello. Figura 9. Meato auditive y bula en el
craneo de un delfin. fomado de Auv, 1993.

Qo nasal

Agura 10. Estructuras que se utilizan en la produccién de sonido. A la kquierda corte sagital de
la cabeza de una beluga; ABD, Aceite de baja densidad; AAD, aceite de alta densidad. A la derecha
una representacion de una iImagen fridimensional de la cabeza de una beluga, y un acercamiento de
los diafragmas nasales. Tomado de National Geographic, 1994)
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La otra teoria considera que las emisiones se producen mediante la
| utilizacién de la estructura MDLB por sus siglas en ingles (“*monky lips"/dorsal bursa)
que incluye a los diafragmas nasales y las bolsas dorsales. Esta estructura se
localiza en la base ventral del saco vestibular y los sacos aéreos comprendidos
entre la laringe y la parte inferior del orificio nasal (MacKay, 1981; Berta,1999)
(Figura 10).

Tinbergen, (1976) propuso que para emitir el sonido las belugas contraen los
muUsculos de la base del meldn y hacen de la parte superior de la cabeza una
cdmara sonora. Cuando no emiten sonidos la cabeza del animal forma un dngulo
recto con el maxilar superior.

Actualmente Se cree que las emisiones del sonido se acoplan al
funcionamiento del meldn (Figuras 8 y 10) que es una estructura compuesta de
lipidos de baja densidad y que estdn regionalizados. La forma del meldn se
modifica mediante los mUsculos que lo rodean. Asi, segun sea la parte activay la
forma que adquiera, el meldn sirve como una lente que permite enfocar y dirigir
las emisiones (Litehfield y col, 1973; Macay, 1981;Au, 1993; Berta, 1999)

Existe una gran gama de sonidos producidos por los cetdceos los cuales se
han descrito como, gemidos, bramidos, chirridos, zumbidos, chasquidos, cliks y
silbidos. Los tres primeros se considera que se utilizan para comunicacion y- los
cuatro Ultimos para ecolocalizacién. Algunas especies realizan emisiones que
logran ser un caracter distintivo, ejemplo de ello es el canto de las ballena
jorobada (Megopfera_ novaeangliae), los chasquidos {(Tursiops truncatus), las
codas (patrones riirricos de cliks) del cachalote (Physeter macrocephalus), los
tonos de la balilena azul (Balaenoptera musculus) o los cantos de las belugas
(Delphinapterus leucas).

Las frecuencias altas son las que se utilizan en la ecolocalizacion y los sonidos
de baja frecuencia comprenden bdsicamente el repertorio de comunicacion
(Au, 1993, Berta, 1999).

' Las emisiones y recepciones son radiadas y tienen un campo direccional
vertical y horizontalmente restringido en cuanto a la eficiencia de produccién y

recepcién. Este campo depende de la estructura craneana de la especie y del




grado de ruido en el medio en el que se encuentra y que pueda deformar,
atenuar o eliminar las sefiales (Pilleri, 1990; Au, 1993; Whitiow, 1987).

Las emisiones de comunicacidn se pueden clasificar en dos tipos de onda, la
sencilla, que es una frecuencia simple y la onda multiple, que es un patrén
repetitivo; en ambos casos se observa una forma caracteristica del sonograma o
perfil, este perfil representa el patrén fundamental, es decir la frecuencia
caracteristica ya que es el sonido distintivo de cada animal (Buck y cols. 1993).

Se han reportado diversos umbrales de audicidn para las belugas, tanto
para frecuencia como para intensidad. Guerevich y Evans en 1976 reportaron
que las belugas emiten sefales de ecolocalizacién con picos de frecuencia
alrededor de 40 KHz y un pico secundario entre los 80 y 120 KHz. Wiersma (1981)
reporta que las emisiones de clicks se dan en pares, de los cuales el primero tiene
un pico de alta frecuencia de alrededor de 60 KHz y un secundario después de
0.75 ms. Este es de baja frecuencia con un pico alrededor de 1.6 KHz. White (1977)
reportd que los limites de sensibilidad en la audicién de las belugas se encuentra
entre los 30 y 60 KHz llegando a un limite superior de 124 KHz (Au y cols, 1985). Turl
y cols. (1987) reportan que la intensidad minima promedio que requiere la beluga
para escuchor»sonidos de 30 a 85 KHz es de 40 dB. Awbrey y cols (1988)
reportaron que las belugas tienen la capacidad de escuchar frecuencias
comprendidas entre 125 — 8000 Hz, y gque la intensidad varia de 120.6 a 65 dB
respectivamente. Erbe (1998) reporta que las belugas pueden percibir frecuencias
de 500 Hz con una intensidad de 107dB. Schiundt y cols: (2000) reportan que las
belugas tienen la capacidad de escuchor frecuencias de hasta 400 Hz en
intensidades de 180 a 196 dB.

La discriminacion de los sonidos para las diferentes especies de cetdceos
presentan intervalos criticos diferentes (deteccién de una sefial en el ruido), el
intervalo critico de las belugas varia logaritmicamente, este intervalo critico es 3
dB mas bajo que el de T. truncatus (Johnson, 1989).

La beluga ha desarrollado estrategias como la de usar la superficie del
agua para dirigir las emisiones de ecolocalizaciéon (Penner y cols, 1986). Las
ondas de emision de la beluga son més cortas que las del delfin nariz de botella,

esta reduccidn se debe a que con ello se puede eliminar los ruidos de ecos que
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5.2.

5.3.

se producen por rebotes de las ondas con la superficie (Au, 1980 y Penner, 1986;
citados en Turl, 1987). Cuando el ruido ambiental es enmascarado, las belugas
presentan trenes de emisidn que incrementan la intensidad y numero de
emisiones (Turl, 1987). El registro de sonidos en las belugas ha reportado de 23 a
40 diferentes tipos de llamados, los cuales se han identificado como

sefializaciones sociales {Chernezky y Vsevolod, 1990).

Reproduccién: El tiempo de apareamiento y nacimientos tiene una amplia
variacidon en las diferentes localidades. El ciclo reproductivo puede ser de 36
meses, empezando en el mes de mayo. Después de los 14 a 14.5 meses de
gestacién, los nacimientos comienzan en julio, aunque, existen reportes de
nacimientos desde marzo hasta septiembre. La lactancia y crianza es de
alrededor de 22 meses, que es cuando la hembra estd en posibilidades de
volver a prefarse. Las hembras paren una cria por vez y en casos raros hay
gemelos o trillizos. Las crias nacen en aguas con temperaturas de 14.5 a 20 °C
(Marquette, 1978; Wilkie, 1988, Brodie, 1989). No se ha comprobado la existencia
de diapausa, sin embargo, los reportes de nacimientos en los meses previos a
mayo y posteriores a julio dejan la posibilidad de su existencia (Brodie, 1989). Las
hembras se consideran sexualmente maduras alrededor de los cinco afos de

edad y los machos alrededor de los ocho afios (Cox, 1989; Wilkie, 1988).

Respiracién: Cuando las belugas se alimentan, hacen inmersiones entre tres y
cinco minutos, suben a la superficie para respirar por unos segundos y se vuelven
a sumergir. Esto es con una velocidad calculada en dos a ocho kilémetros por
hora. Se sabe que hacen inmersiones de 43 m de profundidad en promedio,
pero que pueden alcanzar profundidades de 200 m y con entrenamiento de
hasta 647 m y permanecer sumergidos hasta 18.3 min, teniendo un promedio de
12.9 min {Heide-Jgrgensen y cols. 1995; Shaffer y cols. 1997). Las hembras tienen
una capacidad mayor gue los machos para la profundidad y tiempo de
inmersién; 300 m, 13.3 min y 128 m, 10.9 min respectivamente. En general,
conforme aumenta la frecuencia respiratoria se incrementa el tiempo de buceo.

Asimismo, se observa que no son organismos aptos para mantener un nado




constante y prolongado a alta velocidad (Shaffer y cols. 1997). En vida libre, la

mayor actividad en superficie se da entre los 8 - 20 m y los buceos entre los 200 -
452 m. Las belugas de menor tamafno readlizan mds buceos pero de poca
profundidad y pasan mds tiempo en superficie, ademds sus movimientos son
mds vertiginosos que las belugas de mayor talla. (Heide-Jargensen y cols. 1997).

Se reporta una mayor afinidad del oxigeno en la sangre para mamiferos
buceadores que la encontrada en mamiferos terrestres de tallas similares. Se ha
determinado que el valor de la concentracion de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG)
en belugas es de 11.49 umol/g Hb a nivel del mar (Dhindsa y cols, 1974). La
importancia de este 2,3-DPG radica en que favorece la liberacion de oxigeno a
los tejidos en condiciones de baja disponibilidad, como seria en el caso del
buceo (Eckert, 1990).

5.4.Locomocién: Las belugas se desplazan regularmente a velocidad de 2 a 4 Km
por hora; pueden dlcanzan velocidades entre 19.3 a 32.5 Km por hora

manteniéndola en lapsos de 10 a 15 minutos (Shaffer y cols. 1997).

5.5.Longevidad: Posiblemente de 25 a 35 anos (Wilkie, 1988; Brodie, 1989).

5.6 Temperatura corporal: La temperatura interna de las belugas reportada por
Dhindsa y cols. (1974) es de 37 °C que cae dentro del intervalo reportado para
cet@ceos por Altman y Dittmer {1968}, 35.7 -38.4 °C.

6. Conducta.

6.1. Cuidados maternos; Las crias son amamantadas por uno o dos anos, el destete

es gradual. Las hembras con cria generaimente forman manadas.

6.2. Alimentacién: En el primer afo de vida, ademds de leche, la alimentacién
consiste en camarones, pequefios peces y otros organismos aue puedan
capturar facilmente. En la edad adulta realizan inmersiones entre los siete y trece

metros para obtener su alimento, el cual consiste en pulpos, calamares, jaibas,
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camarones, cangrejos, caracoles Y Una amplia variedad de peces como son el
bacalao, capeldn, arénque, esperiano y lenguado. Este tipo de peces se
encuentran bdsicamente en ias épocas de primaverq, verano y otofio, en el
invierno el principal es el salmon. Por la someridad en la que pescan y el tamano
del alimento, la cantidad de comida es imitada, ademds de Ia capacidad
bucal para contener el alimento.

6.3. Migracién : En I primavera se observan cortas migraciones de las belugas, de
Sur a norte, buscando las zonas de hielos fragiles, de las partes ocednicas hacia
los estuarios o dreas someras en las costas (Brodie, 1989: Martin y cols 1993; Paine,
1995)  principalmente de individuos solos o en parejas. Las migraciones en
grandes manadas se presentan generalmente cuando las hembras han parido
formando grupos de hembras con crias. El tamafo de los grupos varia de
acuerdo a la estacion, se han registrado grupos de hasta 200 animales (Wilkie,
1988). ‘

El tiempo de actividad en superficie tiende a un decremento hacia el mes
de octubre, coinsidiendo con el engrosamiento y extension de Ias placas de

hielo cercanas a costas (Heide-Jgrgensen y cols, 1997).

6.4. Cautiverio: Se han reportado patrones de juego individual, que consisten en Ia
formacién de burbujas vy dirigirse a la superficie a interactuar con Iqs burbuijas.

Los patrones son mds frecuentes por Ias mananas Y van disminuyendo a lo largo

del dia. Los patrones de burbujas son variados en forma y tamafo (Delfour y col.
1997). En general se ha visto gue estos animales son de facil entrenamiento.

7. Depredadores.

Las belugas son cazadas POr orcas, morsas, 0sos polares y €l hombre, en los
cuatro casos son para diimentacion. Los grupos  humanos que siguen
consumiendo beluga son Pocos en la actualidad, algunos de elios son los Inuits
en Canadd (Norris, 1994).




PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

A principios del siglo XX la caza de belugas en Canadd era una de las fuentes
mayores de empleo en ese pais. A mediados del mismo siglo la caceria auments no
por la demanda sino porque se considerd a las belugas como causantes de una
merma en la pesca. El impacto antropogénico sobre las belugas ha consistido mds
recientemente en los efectos de la navegacién de botes con motores fuera de
borda y el constante quiebre de hielos generado por el trdnsito maritimo (Finngron y
cols. 2000; Erbe y cols. 2000). |

También se considera un fuerte impacto para las belugas la contaminacién
de los estuarios y zonas aledaias donde estos animales entran con las mareas
(Kiceniuk, 1997: Outridge, 1997: Andersen, 2001). Lo anterior ha traido consigo la
necesidad de conocer la biologia de la especie y la investigacién sobre ella se ha
infensificado mucho en las Uitimas dos décadas, incluyendo también a especimenes
en cautiverio. La investigacion en la beluga se ha enfocado mucho en la acuUstica,
particularmente por la marina estadounidense y el instituto oceanogréfico de la
Columbia Britdnica en Canadd (Dhindsa y cols, 1974; Cornell y cols, 1988; St. Aubin y
cols, 1989; Lair, 1997; Shof_fer y cols. 1997; Finneran y cols. 2000; Schlundt y cols. 2000).

La considerable cantidad de belugas en los acuarios de todo el mundo nos
hace reflexionar en la necesidad de conocer la vida de estos animales en
condiciones de confinamiento para proporcionar su bienestar.

Con los mamiferos marinos cautivos siempre existe la incertidumbre en si el
tamarfo del encierro serd suficiente y si el nivel de ruido al que se exponen es
excesivo. Como ha ocurrido en ofros paises, donde se mantienen belugas cautivas,
la adquisicién de dos ejemplares para México en 1998 ha generado muchas
controversias sobre la justificacidn de tener estos animales en encierro y sobre lo
adecuado de su confinamiento. Por ello, el parque La Feria solicité la asesoria del
Laboratorio de Mamiferos Marinos de la Facultad de Ciencias, UNAM, para estudiar
las belugas en sus instalaciones y evaluar otros proyectos de investigacion y
observacién que continuamente se solicitan. Aparte de lo que en particular se

pueda pensar acerca del confinamiento de animales como las belugas, la
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existencia de esos animales en el Distrito Federal es un hecho que debe atenderse
procurando lo que sea mejor para su manejo.

El caso de las belugas del parque La Feria presenta un cuadro sui generis. Estos
son animales marinos de aguas frias que se encuentran en un cautiverio subtropical
a mds de 2240 m snm y su estanque se localiza en un lugar donde hay una fuente de
rvido constante. Ademds, estos animales se tienen en constante entrenamiento,
espectdculo y exhibicién. El presente trabajo es un estudio de la conducta de las
belugas cautivas en el Distrito Federal para identificar condiciones de estrés y/o
adaptacién en el enciero actual. Las actividades de la investigaciéon han
procurado la menor interferencia posible con las actividades que ya se tienen

establecidas para los organismos en el parque.
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OBJETIVOS

1. General.

Caracterizar la conducta e indicadores fisioldgicos relacionados con el estrés, tales
como niveles de cortisol, hematometria y tasa de ventilacién de las dos belugas en
el parque La Feria en relacidén con las actividades a las que se someten vy Ias

condiciones de su encierro.
2. Particulares.

1. Caracterizar las variaciones en las condiciones de encierro de las dos belugas
cautivas en el parque La Feria en aspectos tales como condiciones
fisicoquimicas (salinidad, pH, temperatura, concentracion de hipoclorito) y nivel y
frecuencia del ruido en el estanque.

2. Determinar la concentracién de cortisol en sangre y saliva de acuerdo al ciclo
diurno de actividades a las gque se someten las belugas en el parque La Feria
como un indicador directo de estrés.

Describir la hematometria general de las dos belugas del parque La Feria.
Determinar la variacién en los patrones de ventilacién de las dos belugas del
parque La Feria de acuerdo a las actividades a las cuadles se encuentran
sometidas.

5. Determinar la variacion en los patrones de conducta de las dos belugas del
pargue La Feric de acuerdo a las actividades a las cudles se encuentran
sometidas.

6. Determinarla variedad de sonidos de las dos belugas.
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METODOS

1. Organismos de estudio.
Se estudiaron dos belugas machos, Niko y Gasper, que se encuentran en el
acuario La Feria en la Ciudad de México (Cuadro 5; Figura 11). Estos animales
fueron importados de Rusia en 1998.

Cuadro 5. Ficha de identificacion para las belugas del pargue La Feria.

Nombre NiKo Gasper
Edad aproximada 25-30 anos 17-20 afos
Longitud {m) 4.20 4.00
Peso aproximado {Kg) 1250 1120

Muescas en la aleta

Sefias particuiares Ninguna o
. pectoral izquierda

2. Caracteristicas del lugar de cautiverio.
Las belugas se encuentran en una fosa ubicada en la parte baja interna de la
horquilla poniente de la montafa rusa del Parque La Feria, a una altitud mayor de
2240 m snm. Las paredes forman una semibdveda, la parte superior no estd
techada, se encuentra cubierta por una malla. El acceso al publico es del lado
sur, la d_isposicién de las gradas forma un arco frontal de este a oeste. Las
dimensinneas del estanque son de 24 x 12 x 9 metros, con una capacidad de 2.7
millones de litros a los que se agregan 60 toneladas de sal. La fosa tiene dos
plataformas, una frente a las gradas y otfra frente a la entrada, la plataforma
opuesta a las gradas es mds larga (Figura 12). Se  midieron los pardmetros
fisicoguimicos, temperatura, salinidad, ién cloro y pH del agua del estanque en

cada ocasidn en que se realizo visita al parque.

3. Colecta y andlisis de muestras bioldgicas.
3.1. Medicién de temperatura corporal: En diciembre de 2002 se midié Ia
temperatura de ambos animales por triplicado en tres partes del cuerpo: 1)

Parte interna del orificio nasal, 2) Regidén anterior a la cresta dorsal y 3) Cavidad
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oral. Se utilizd un termdmetro laser Tel-Fast C.O., con resolucion de 1 °C, tiempo
de respuesta de 1 segundo y una longitud de onda de 650 - 670 nm + 10 nm.

Agura 11. A la izquierda Niko y a la derecha Gasper.

Figura 12. Ubicacién del drea de fosa en la montafia rusa (lzquierda), localizacién de las
plataformas dispuestas en el area de espectaculo (Derecha). Tomado del triptico del parque (2002).

3.2. Recoleccién de saliva: Se obtuvieron muestras salivales en periodos de
descanso, reposo, durante el entrenamiento, posterior al espectaculo y una
muestra después de manejo y revision veterinaria. Para obtener la muesira de
saliva se le pedia a la beluga que abriera la boca, el entrenador introducida la
mano hasta el inicio de la garganta, posteriormente sacaba la mano y la ponia
en posicion vertical para que se escumiera el agua. Se colecté la saliva de entre
los dedos de la mano del enfrenador con jeringas de 3 mL y se premiaba a la
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3.3.

3.4.

beluga con dlimento. Cada jeringa se etiquetd con la hora, fecha vy
procedencia de la muestra. Posteriormente se congelaron hasta el momento de
su utilizacién. Se determind la osmolaridad y pH para 10 muestras de saliva de
Niko y 13 muestras de Gasper. En la medicién se utilizd un microosmdmetro
uOsmetter™, para o cual se requirid de 50 pl por muestra. Se midié el pH de
unas muestras de saliva con papel pH y con un potencidmetro digital a otras,
debido a que no todas las muestras tuvieron el volumen suficiente para cubrir el
sensor. La viscosidad se determind con un reémetro Haake CV20N, con un sensor
de cono y plato PK20/4 a una temperatura de 20 °C con un volumen de muestra
de 500ul, con este valor se determind la consistencia aplicando la Ley de
Ostwald (Medina-Torres y cols, 2000). Las muestras de saliva se clasificaron en
siete clases segun las actividades y horarios de trabajo de los animales, como
sigue: 1) Basal (BS), 2) Reposo (Rep), 3) Posterior al primer espectaculo (PS1°), 4)
Posterior al segundo espectaculo (PS2°), 5) Posterior al tercer espectaculo (PS3°),

6) Posterior al cuarto espectdculo (PS4°) y 7) Entrenamiento (ENT).

Recoleccién de muestras sanguineas: Se hicieron dos muestreos de sangre, uno
en invierno (02/01/2002) después de temporada alta de espectdculo y otro a
finales de otofo (10/12/2002) previo a temporada alta de espectdculos, estas
fechas corresponden a los periodos de revisidn veterinaria. Las muestras
proporcionadas, fueron tomadas por el medico veterinario tratante. El lugar de
puncién fue en la parte ventrol de la aleta caudal, mediante un sistema
vacutainer. Por cada puncién se llienaron dos tubos con 3 mL de sangre, uno
con anticoagulante EDTA y otro sin anticoagulante. Cada tubo se etiquetd con
fecha, hora y procedencia de la muestra. Los tubos se transportaron en frio al
laboratorio en donde se centrifugaron a 3500 rom durante 30 min para

posteriormente congelar el suero.

Determinacién de la concentracién de cortisol: Tanto en saliva como en sangre,
se analizaron por la técnica de radioinmunoensayo (RIA) {Luna-Mufoz y cols,
1990}, ver Apéndice 7. A cada muestra de sangre se le realizd el RIA por

triplicado, en el caso de saliva tres de las muestras de Gasper y cinco de las
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muestras de Niko se hicieron por duplicado, 11 de Gasper y nueve de Niko por
triplicado, esto debido al volumen obtenido de la muestra. Para la realizacion

del RIA, se utilizé un anticuerpo anticortisol 21-emisucsinato-BSA.

3.5. Hematometria: Con las muestras sanguineas con anticoagulante se hicieron
conteos manuales de células rojas de acuerdo a las técnicas reportadas por
Bauer (1986) y Mdarquez-Guzmdan (1991) (Apéndice 7). Los frotis sanguineos se
procesaron mediante una variante de la técnica de Wright (Aguilar-Morales y
cols, 1996) {Apéndice 7). Se identificaron los tipos celulares, eritrocitos, linfocitos,
eosindfilos, basdfilos, monocito y plaguetas y se midieron los tamarfios de 100
células de cada tipo, excepto basdfilos, monocitos y plaguetas que fueron
escasas. Las mediciones se realizaron con un microscopio Zeizz a un aumento de

40X y una calibracién de 2.84 (Apéndice 7).

4. Registros conductuales, ventilatorios y sonogrdficos.

4.1. General: Durante las siete primeras semanas del estudio se hicieron
observaciones ad libitum para familiarizarse con los procedimientos de
observacion y registro, asi como para conformar un etograma bdsico que se
utilizd en las observaciones. Los registros comprendieron tres horarios, manana
(M) de 09:00 - 13:30; tarde (T) de 13:31 - 16:59 y crepuUsculo {C) de 17:00 - 19:30
asi como tres tipos de actividades de los animales; descanso (D), espectdculo
(S) y entrenamiento [N) generando asi nueve categorias: MD, MN, MS, TD, TN, TS,
CD, CN Y CS. El periodo de estudio fue de julio de 2001 a mayo de 2003. Se

hicieron al menos cuatro registros cada mes.

4.2.Registros de conducta y tasa de ventilatoria: Se hicieron registros de conducta 'y
ventilacién de los animales individualmente registrando eventos discretos en el
tiempo con resolucién de segundos y duracidn minima de 40 minutos por registro.
Las conductas se clasificaron como conductas de desplazamiento (CD) vy
conductas asociadas (CA) (Apéndices 1 y 2). Las conductas asociadas se
registraron hasta dos simultdneas. La respiracion se consideré como presente o

ausente. Se considerd un periodo de un segundo en cada respiracion. Del
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4.3

4.4.

desplazamiento se considerd el sentido del nado, lateralizacién, la orientacién y
la profundidad (Apéndice 6). Los eventos externos que se registraron fueron el
paso de los carros de la montafia rusa, el paso del tren, presencia o ausencia de
musica y presencia o ausencia de publico {Apéndice 6). Otros aspectos que se
consideraron en los registros fueron, eventos extraordinarios en el area de estudio;
actividad sincronizada de los animales, presencia de hidréfono registrando y

ubicacién estdtica de la beluga en la fosa (Apéndice 6).

Registros sonogrdficos: Se hicieron registros de sonido sumergiendo un hidréfono
a la fosa a profundidad de entre tres y seis metros. 12 registros se hicieron en
forma conjunta y sincronizada con los registros conductuales y 15 en forma
independiente. Se utilizé una grabadora Sony TC-D5M y un hidréfono BioMon BM
214 con espectro sensible de 20 Hz-100 KHz y cintas de metal Sony de 60
minutos y Maxell de 90 minutos ambas tipo IV. Las grabaciones se digitalizaron en
discos compactos y se analizaron con el programa Cool Edit 2000 (Johnston,
2000). Las digitalizaciones se hicieron de forma monoaural, con una resolucion
de 16 bits y un intervalo de muestra de 8000 Hz. Se obtuvieron los sonogramas
con los cuales se realizé un catdlogo de 13 emisiones de las belugas de acuerdo
al espectro sonogrdéfico: 1) Cantos, 2) Chasquidos, 3) Chirridos, 4) Gemidos, 5)
Gorgoreos, 6) Grufidos, 7) Mugidos, 8) Ronroneo, 9) Rugidos, 10) Silbidos, 11)
Trinos, 12) Ulular y 13) Zumbidos.

Registro videogrdfico y fotogi Giico: Se hicieron videograbaciones en un formato
de 8 mm y posteriormente se digitalizaron con el programa Premier 6.0. En las
cuatro primeras semanas de trabagjo, la cdmara de video se puso en diferentes
lugares hasta determinar el mejor dngulo de grabacién, que no interfiera con las
actividades que se realizan en el acuario. Se ocupd una videocdmara Sharp VL-
E665U y una Samsung SCL650 NTSC. Una cdmara fotografica Minolta SRT100x de
35 mm y una cdmara acudtica Vivitar mariner de 35 mm con rollos asa 100 color

y diapositiva.
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En la medicidn de células se contaron 100 de cada una, excepto los basdfilos, que
se contaron cinco, monocitos que se contaron 10 y plaguetas gue se contaron
cuatro. La calibracién del aparato de medicién se hizo de acuerdo al protocolo de
Mdarquez-Guzman (1991) (Apéndice 7). El conteo hemdatico se hizo de acuerdo al
procedimiento en el Apéndice 7. Cada conteo se hizo por cuadruplicado y se
obtuvo el promedio y desviacion ésfondor.

La determinacién de cortisol en sangre y saliva se realizé de acuerdo al
protocolo de Romero Rodriguez (Luna-Muhioz y cols. 1990) (Apéndice 7). Los valores
obtenidos directos de la medicidn provenientes del ensayo, ya sea por triplicado o
duplicado. Posteriormente los valores de cortisol en saliva se agruparon de acuerdo
a las categorias: BS, Rep, PS1°, PS2°, PS3°, PS4° y ENT. A estos grupos se les realizd un
andlisis de varianza y se obtuvo el error estdndar. Posteriormente se les aplicd una
prueba de Fisher.

El andlisis ventilatorio se realizé mediante el programa REG-TER3B, desarrollado
por Medrano-Gonzdlez y cols. (1995). Con esto se determina el patrén de buceo o
apnea en cada uno de las cuatro actividades, para lo cual se calculd la frecuencia
de apnea de duracién, posteriormente se calculd la frecuencia acumulada
complementaria de apnea (apendice 7). Esta Ultima se graficd con el tiempo de
duracién, dando asi la distribucién de las apneas.

Las conductas de desplazamiento y asociadas se analizaron agrupando los
registros por los cuatro fipos de actividad: basal, reposo, entrenamiento vy
espectaculo. Con las cuatro categorias mediante el programa Euclides (Medrano-
Gonzdlez, 1996) se obtuvo la matriz de datos para realizar un fenograma de
agrupamiento de las conductas, posteriormente se realizo un andlisis de cumulos

usando el programa MVSP (Kovach, 1993), ademds se determind la y* en los grupos

de conductas, posteriormente se obtuvo la riqgueza promedio de las frecuencias
conductuales (H) para los grupos obtenidos en el fenograma.

La determinacién de preferencias en el desplazamiento, formas de
desplazamiento, profundidad y ubicacion se hizo obteniendo la proporcién de
tiempo invertido en cada una de las actividades. Asimismo, se obtuvo la proporcién

de fiempo de exposicidn a eventos externos y la interaccidon con elementos
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determinados. En el caso del sentido de nado vy la lateralidad se realizd una prueba
de r’.

Se hizo un catdlogo de los sonidos que se interpretan como emisiones de las
belugas y se determind la proporcidén de tiempo invertido en cada una de las

emisiones en tres estaciones.
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RESULTADOS

1. Condiciones fisicoquimicas del estanque.
Se hicieron 66 visitas al parque La Feria de Chapultepec del 14 de julio de 2001 al
19 de mayo de 2003. Las condiciones fisicoquimicas del estangue se mantuvieron
estables en todo este periodo siendo la temperatura y la salinidad los factores
mds variables con coeficientes de variacién de 8.7 y 10.6 % respectivamente
(Cuadro 6).

Cuadro 6. Condiciones fisicoquimicas del estanqgue.

Temperatura H+D.E Salinidad Hipoclorito
(°C + D.E) pr=B.E (ppm = D.E) (ppm + D.E.)
Promedio 18336 +1.17 7.49+0.10 17.19 +1.82 0.99 +0.05

2. Temperatura corporal y hematometria.
Se observan diferencias consistentes en ambos animales en la temperatura de la
fosa ndsol, cresta dorsal y cavidad oral siendo la cresta dorsal la parte con menos
temperatura y habiendo hasta 2.4 °C de diferencia entre zonas del cuerpo. Se
observa también una diferencia sistemdatica entre animales siendo la temperatura

mayor en Gasper que es el animal mdas joven (Cuadro 7).

£ adro 7. Temperatura promedio de fres diferentes dreas del cuerpo en las belugas.

ORGANISMO Fosa nasal Regidn dntzitor a la cresta dorsal Cavidad oral
(°C £ D.E) (°C+D.E) (°C £ D.E.)
Gasper 20+ 1 ‘ 17.6 £0.57 201
Niko 191 171 19.5+1.29

Los erifrocitos de las belugas cautivas en el DF son en promedio de menor
diGmetro que los eritrocitos de belugas de otros acuarios al nivel del mar. Los
eritrocitos de estas belugas del DF también son menores a los eritrocitos humanos

_promedio. Otras células sanguineas en las belugas del DF son también de menor

tamafio que células humanas. No se observan diferencias considerables entre



Niko y Gasper pero en este Ultimo, todos los leucocitos son en promedio mayores
(Cuadro 8, Figura 13).

Cuadro 8. Medicién de elementos sanguineos contenidos en la sangre. De cada
elemento celular se contaron 100 células. Valor de referencia tomado de
Cornell y cols.e, 1988; Fawcett, 1989.

. Referencia @ Humano?®

ELEMENTO SANGUINEO Gasper (um) Niko (um)

(um) (um)
Eritocitos 7.1+0.57 7.1+£0.57 88+04 7.5
Linfocitos 590+ 0.49 5.1+£0.63 - 7-9
Baséfilos* 6.25+1.27 - - 10
Eosindfilos 7.95+0.44 7.81+0.5 - 9
Neutréfilo 7.1+£0.70 6.63 £0.58 - 7
Monocitos** 8.24 + 0.89 - - 9-12

* se contaron 5 células
** se contaron 10 células.

La densidad de eritrocitos de las belugas del DF es considerablemente mayor
ala répor’rodo para belugas de otros acuarios {Cornell y cols., 1988) y en vida libre
(St. Aubin, 2001). Con respecto a estas Ultimas, Gasper presenta una densidad de
eritrocitos 29% mayor y Niko 74% mayor. La densidad de eritrocitos de Gasper es
comparable a los valores mdximos reportados en los humanos. La densidad de

eritrocitos de Niko es 35% mayor a la de Gasper (Cuadro 9).

Cuadro 9. Conteo de eritrocitos de las belugas.

(Células x 10¢/mm?3)

Fecha Gasper |  Niko | Comelly cols., 1988 | st. Aubin, 2001

02-Enero-2002 | 422+052 6.58+1.59
10-Diciembre- 2002 | 4.96+2.56 584+1.18 3.26 3.56 £ 0.61

3. Niveles de cortisol.
La concentracion de cortisol basal en la saliva de Gasper es de alrededor
del 1% del cortisol enconfrado en el suero. En Niko la concentracion de

cortisol salival es de 0.4% respecto al valor sérico. El nivel de cortisol sérico
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Figura 13. Elementos sanguineos. a) erifrocitos en campo claro (CC) 100X;
b)Entrocitos en contraste de fase (CF) 250X; c¢) izquierda linfocito tefido en azul
intenso, derecha nevutréfilo tenido azul CC 250X; d) izquierda linfocito se ve brillante,
derecha neutréfilo CF 250X. e) linfocito en CC 500X; f) plaguetas y baséfilo en parte
superior izquierda, baséfilo en porcion central en morado intenso, CC 100X; g) Dos
monocitos en posicién central 100X. h) eosindfilo CC 100X. 1} eosindfilo en la parte
central y dos neutréfilos a los lados CC 250X, j) eosindfilo en la parte ceniral y dos
neutréfilos a los lados CF 250X. k) eosindfilo CC 372X, ljeosinéfilo CF 372X. m) Tres
neutréfilos en CC 250X, n} tres neutrdfilos en CF, 250X. i) neutrdfilo CC 265X y
o)neutréfilo CF 265X.




de Niko en condiciones basales es 31% mayor al de Gasper (Cuadro 10,

Figura 14). El valor de cortisol salival de Gasper después de manejo e de

0.201ng/mL.

Cuadro 10. Concentracién de cortisol en sangre de Niko y Gasper.

Gasper Niko
FECHA
(ng/ml) (ng/ml)
02-ENERO-2002 39.726 52.121
10-DICIEMBRE-2002 40.598 --

El nivel de cortisol salival en distintas actividades es mds variable para Niko

segun la cantidad de categorias estadisticamente diferentes con respecto a

cada una de ellas (Cuadro 11). Con excepcidn de las categorias basal (Bas) vy

postespectaculo 1 (PS1), Niko presenta en todas las categorias de actividades

concentraciones de cortisol salival mayores a Gasper. Esta diferencia es mds

acentuada posterior a categorias con actividad fisica

intensa como el

entrenamiento (Ent) o prolongada como el postespectaculo 4 (PS4) (Figuras 14,

15).

Cuadro 11. Prueba de Fisher en los valores promedio de cortisol en saliva, entre las
siete categorias de los dos animales. Se muestran en cada columna las
categorias donde hay diferencias significativas para ambos animales con
respecto a la categoria de referencia. ! nivel de ccanfianza utilizado fue

o= 0.05.
Referencia Niko Gasper
Bs Ent, PS2°, PS3°y PS4° PS4°
Rep Ent, PS2°, PS3°y PS4° --
Ent Bs, Rep, PS1°, PS2, PS3°y PS4° PS4°
PS1° Ent, PS2°, PS3°y PS4° PS4°
pS2° Bs, PS1°, Ent yPS4° PS4°
PS3° Bs, Rep, Ent, PS4° -
PS4° Bs, Rep, Ent, PS1°, PS2°y PS3° Bs, Ent, PS1°y PS2°
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Figura 14. Valores de cortisol en saliva de cada individuo de acuerdo al diferente tipo
de actividad; en el caso de espectdculo se separd conforme el nimero de espectaculos (PST,
PS2, PS3 y PS4). Niko con barras blancas y Gasper barras con trama.
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Figura 15. Valores de cortisol a lo largo del dia para ambos sujetos, valores de Niko con
tridngulo y valores de Gasper con circulo.
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Figura 16. Valores de cortisol en saliva para ambos sujetos en estado basal en diferentes
fechas del afio. Valores de Niko con tridngulo y valores de Gasper con circulo.
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En el plazo de semanas y meses se observa variacién en los niveles basales de
cortisol salival. A principios de noviembre Niko presenta valores de cortisol
menores a Gasper pero a principios de abirl, Niko tiene un aumento considerable
del cortisol salival que coincide con el tiempo de la actividad sexual observada

en estos animales (Figura 16).

4. Osmolaridad y viscosidad salival.
No se observa ninguna variacidon de la osmolaridad de la saliva asociada a
diferencias individuales y/o entre categorias de actividad (Figura 17). La
viscosidad salival de Niko es mayor a la de Gasper y en este animal no se
observan diferencias entre categorias de actividad. En Gasper, la viscosidad es

mayor enfre espectdculos y menor en la categoria basal (Figura 18).

5. Tasa de ventilacion. ,
Se hicieron 91 registros de ventilacién y conducta de Niko y 92 de Gasper. Para
ambos animales se observa una menor tasa de ventilacién en el estado basal y
una tasa similar en el enfrenamiento espectaculo y el reposé entre espectaculos
o entrenamiento. Se observa también que la tasa de ventilacién es mayor para
Gasper en todas las categorias de actividad. Sin embargo, Gasper presenta
apneas mds prolongadas con mds frecuencia llegando a los 12 minutos de

apnea (Cuadro 12, Figura 19).

Cuadro 12. Duracién de apnea promedio (seg) de las belugas en diferentes

actividades.
Categoria Gasper ‘ Niko
Basal 45.5 68
Reposo ' 35 53
Entrenamiento 35 52
Espectaculo 37 52
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Figura 18. Viscosidad de Cizalla simple a 20 °C. Linea verde en descanso para Gaspery
PS1 para Niko, durante temporada baja de frabagjo; finea naranja en reposo posterior @
temporada atta; linea rosa en reposo durante temporada baja; linea azul posterior a manejo
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1.000 - :
I\ R B h
IS §
0.100 \‘\\ E
3 AN :
- s \\“ -
2 om0l N\ :
L0010 — N -
E | i T =
: :,s\_‘:}:‘:_‘_}l::\ = _
oo ——

0 100 200 300 400 500 40 700 O 100 200 300 400 500 400 700
Duracién de apneaq {s)
Figura 19. Distribucidn de la frecuencia acumulada complementaria (FAC} de las

duraciones de apnea en los cuatro tipos de actividades de las belugas. Linea basal en
negro, linea azul en reposo, linea roja en entrenamiento v linea verde en espectdculo.
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6. Conducta.
Las composiciones de conductas de desplozdmienfo y asociadas son similares en
términos de frecuencia y tiempo invertido pero para las categorias de
entrenamiento y espectdculo, la ocumrencia de conductas asociadas en tiempo
invertido es menor de lo que se observa en ia ocurrencia por frecuencias (Cuadro
13, Figuras 20 a 23).

Cuadro 13. Porcentgje total de tiempo invertido en las conductas asociadas

durante los cuatro tipos de actividad para Gasper y Niko.

Sujeto Basal (%) Reposo (%) Entrenamiento(%) Espectdaculo (%)
Gasper 15.54 12.02 12.47 11.87
Niko 14.07 12.41 8.29 8.33

Debe notarse que las conductas de desplazamiento 13 a 16 son producto del
entrenamiento y esbec’réculo qgue es donde se presentan. En general, Niko
presenta mayor variedad de conductas de desplazamiento, particularmente en
los tipos de nado (conductas 8 a 11) (Figuras 20 y 21). Las conductas asociadas
representan entre el 8 y 15 % del tiempo total (Cuadro 13} y las conductas
sexuales (asociadas 12 a 17) tienen mayor ocurrencia en Niko tanto en frecuencia
como en tiempo invertido (Figuras 22 y 23). La formacidn de aros de burbujas
(conducta asociada 4) ocurre con mayor frecuencia posterior a entrenamiento o
espectaculo en ambos animales (Figuras 22 y 23).

El andlisis de cumulos de composicién de conductas por animal, estaciéon y
hora del dia muestra tres grupos. Un grupo externo (grupo tres) se forma por clases
con topologia anidada o en forma de escalera que presentan en promedio la
mayor diversidad de conductas. En este grupo predomina la actividad de
entrenamiento. El grupo interno estd formado por dos subgrupos en uno de 1os
cuales predomina la actividad de espectdculo con diversidad de conductas
intfermedia y en otro predomina las actividades de reposo con diversidad de
conducta menor (Figura 24). La distincion de estos grupos se debe

- fundamentalmente a los tipos de actividad y no a la separacion de horarios,

estaciones o individuos (Cuadro 14).
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Figura 20. Frecuencias relativas en los cuatro tipos de actividades de la conducta de
desplazamiento para Gasper (barras con trama) y Niko (barras en blanco). El eje de las
abscisas corresponde a los nimeros que identifican a cada conducta (Apéndice 1).
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Figura 21. Proporcion de tiempo invertido (PTl) en los cuatro tipos de actividades de la
conducta de desplazamiento, Gasper en barras con frama y Niko con barras blancas. El eje
de las abscisas corresponde a los nUmeros que identifican a cada conducta {Apéndice 1).
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Figura 22. Frecuencias relativas en los cuatro tipos de actividades de ia conducta
asociada, Gasper en barras con trama y Niko con barras blancas. El eje de las abscisas
corresponde a los nimeros que identifican a cada conducta (Apéndice 2).
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Figura 23. Proporcidon de tiempo invertido (PTl) en los cuatro tipos de actividades de las
conductas asociadas, Gasper en barras con trama y Niko con barras blancas. El eje de las abscisas
comresponde a los numeros que identifican a cada conducta (Apéndice 2).
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Cuadro 14. Proporcién de las conductas de desplazamiento por grupo de acueido al
fenograma, en los tres horarios, tipo de actividad, y estacion por sujeto.

Grupo | H Horario Actividad Estacién Sujeto

M T C Bas Res Ent Esp | P v O | Niko Gasper
UNO 079 43 38 19 38 48 14 0 29 29 24 18 58 42
DOS 081 43 30 27 0 4 13 83 22 39 17 22 43 57
TRES 084 37 26 37 0 8 84 8 42 8 25 25 58 42

En la Figura 25 se observa la proporcion de tiempo de exposicion de los
eventos externos a los que se someten los animales. Los eventos que tienen mayor
tiempo de exposicién para todos los casos son el publico y la musica con cerca
de un tercio del tiempo total de registro. Durante el espectaculo y reposo entre
espectdculos y /entrenamientos ocurre la mayor exposicion a eventos externos.
La proporcién de tiempo invertido en interacciéon es menor en entrenamiento
donde la interaccidn es fundamentalmente con el enfrenador y en menor
medida con objetos y entre los animales. En la condicidn basal, en reposo y en
espectdaculo hay interacciones variadas entre animales y de éstos con una loba
(Yaca), el hidréfono utilizado en esta investigacion, el entrenador, objetos
presentes en la poza y en menor medida con buzos que daban mantenimiento al
estanque (Figura 26).

El desplazamiento de las dos belugas en la mayor parte del fiempo (ca. é60%)
no presenta un sentido dominante. En el resto del tiempo, en ambos animales se
observa una tendencia estadisticamente significativa a desplazarse mas a favor
de las manecillas del reloj (Cuadro 15, Figura 27). La posicién de nado es la mayor
parte del tiempo (ca. 80%) en forma horizontal y en el restc del tiempo no se
observa diferencia entre nadar de cUbito izquierdo o derecho (Figura 28).

En todas las categorias de actividad, Gasper se mantiene mas fiempo cerca
de la superficie y a media agua y estd menos tiempo cerca del fondo. Niko hace
lo mismo en enfrenamiento y espectdculo pero en el estado basal y en reposo
pasa mas tiempo a media agua y en general maés tiempo cerca del fondo en
comparacién a Gasper (Figura 29).

Niko y Gasper estdn mds tiempo en el lado norte del estanque en el

entrenamiento y el espectdculo pues asi estd establecido por los entrenadores. En
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Figura 25. Proporcion de tiempo de exposicidon a eventos externos (PTEEV) durante los
diferentes tipos de actividad (basal, reposo, entrenamiento y espectéculo), montana rusa {MR),
Tren (T), MUsica (M), PUblico (PUb), Avidn (AVi} y Lobo (L}.
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Figura 26, Proporcion de tiempo invertido en la interacciéon con un sujeto (PTIS) durante los
diferentes tipos de actividad (basal, reposo, entrenamiento y espectdculo). Niko representado
por barras blancas y Gasper por barras con trama. Nado juntos (NJ), Yaka (Y), Hidréfono (H), Buzo
(U). Entrenador (E), Objeto (B).
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Figura 27. Proporcion de tiempo invertido (PTl} en un sentido determinado durante el
desplazamiento en los cuatro tipos de actividad (basal, reposo, entrenamiento y espectdculo).
Niko representado por barras blancas y Gasper por barras con trama. Mismo sentido que las
manecillas del reloj (- ), sentido errdtico (s/e), sentido contrario a las manecilias del relo;.
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Figura 28. Proporcién de tiempo invertido (Pl) en una posicién durante el desplazamiento
en los cuatro tipos de actividad (basal, reposo, entrenamiento y espectaculo}. Niko representado
en baras blancas y Gasper por barras con trama. Lateralidad izquierda {Z), posicidon horizontal
(Hor) y lateralidad diestra (D). ‘
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Figura 29. Proporcién de tiempo invertido (PTi) a una profundidad determinada durante
los cuatro diferentes tipos de actividad (basal, reposo., entrenamiento, espectaculo).
Niko representado por bamas blancas y Gasper por barras con trama. Superficie (Sup).
a media profundidad (Iint) y fondo (fon).
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Figura 30. Proporcién de tiempo invertido (PTl) en una ubicacidén determinada durante los

cuatro tipos de actividad (basal, reposo, entrenamiento, espectdculo). Niko representado en
barras blancas y Gasper en barmras con trama. Norte (Nt), sur (S), este (Et), oeste (W) y centro (CH).
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Figura 31.Proporcion de tiempo invertido (PTl) en la emision de sonidos durante
el verano y el otofio en actividad basal y de espectaculo. Complejo (C), Chasquido
(Ch), Chirrido {Chi), Gemido (Ge), Gorgoreo (Go), Gruiido (Gr), Mujido (M}, Ronroneo
(Ro).Rugido (Ru), Silvido (S), Trino (T}, Ulular (U) y Zumbido (Z).
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Figura 32. Proporcién de tiempo invertido (PIT) en la emisidn de sonidos durante
el verano e invierno en actividad de reposo. Complejo (C), Chasquido (Ch).
Chirrido {Chi), Gemido (Ge), Gorgoreo (Go), Grufido (Gr), Mujido (M), Ronroneo
(Ro),Rugido {Ru), Silvido (S}, Trino (T), Ulular (U) y Zumbido (Z).
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condiciones basal y de reposo, Niko tiene una tendencia a ubicarse en el lado
oriente del estanque y Gasper sdlo en el reposo tiende a estar en el lado

occidental del estanque (Figura 30).

Cuadro 15. Valores de 12 entre los sentidos de desplazamiento a favor (-) y en contra (+) de
las manecillas del reloj para Niko y Gasper.

2

Actividad ol P
pesel » 33 ikl
Repose : 05 ko
Entrenamiento 9 527 (Gc&?kec;))
Espectdculo 37 ggz (G?;?k%r))

Los sonidos que se registraron con mayor frecuencia de las belugas fueron
chasquidos, chirridos y gemidos. Se observan algunas diferencias estacionales en
la emision de sonidos y diferencias mas pronunciadas entre el estado basal y el
espectdculo habiendo en este Ultimo una menor tasa de emisién, particularmente
de chasquidos, chirridos y gemidos (Figura 31). La tasa y riqueza de emisidon sonora

en el estado de reposo es ain menor (Figura 32).




DISCUCION

Las condiciones fisicoquimicas del estanque son estables y se encuentran
dentro de los pardmetros que se consideran habituales para estos organismos, la
temperatura presento valores semejantes a los reportados para la época de verano
(Watts y cols., 1991). Este valor de temperatura puede ser un factor que disminuye el
estrés, dado gque se ha visto que las belugas adultas requieren de aguas templadas
(10-18 °C) para optimizar la energia durante la regeneracién de la piel (Watts y cols,
1991). Respecto a la salinidad, pese a gque las belugas tienen un amplio intervalo de
tolerancia a el aguas dulce y salinidad, debido a que su hdbitat es estuarino, se
considera que el valor observado en el estanque es bajo teniendo como referencia las
aguas someras y costeras (Lali, 2000).

La temperatura superficial corporal presenta una diferencia de 2°C con
respecto a la temperatura de la cavidad oral y nasal, esta responde a la pérdida por
conduccidn, ya que el medio se encuentra 4°c por debajo de la temperatura corporal
externa de la beluga. Sin embargo, la diferencia de la temperatura de al menos 0.5°C
entre los organismos es consistente, siendo Ia mds elevada la del organismo joven,
Gasper (Cuadro 7). Esta diferencia se relaciona con la bojd en la produccidn de calor
en los organismos de mayor edad (Barash, 1987; Eckert y cols. 1990).

El incremento en el niUmero de eritrocitos y su disminucién en el tamano de las
células respecto a las referencias de animales en cautiverio y vida libre (Cornell y Cols.,
1988; St Aubin, 2001} se puede atribuir a un mecanismo adapiafivo, ya que el
cautiverio se encuentra por encima de los 2240 msnm y se ha visto que en medida que
hay un incremento en la altitud el niOmero eritrocitico aumenta favoreciendo el aporte
de oxigeno (Eckert y cols., 1990; Fawcett, 1990), este aumento se da en al rededor de
un 30% (Lehninger, 1991}, lo cuadl se cumple para Gasper y es excedido por Niko
(Cuadro 9). El hecho de que Niko precente mayor densidad de eritrocitos y una tasa
ventilatoria menor en estado basal (Figura 19) que la de Gasper apoya la idea que el
incremento eritrocitico responde a una adaptacién de la demanda de oxigeno.
| La morfologia de las células sanguineas, aparte de la reduccidén en tamano, no

muestra alteracién o diferencia de la ya conocida para otros mamiferos (Figura 13).
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La diferencia del tamafio de linfocitos, eosindfilos y neutrdfiios entre Niko y
Gasper no es significativa, lamentablemente no se encontrd en la bibliog‘rrdﬁo
mediciones del diametro para células leucociticas de beluga, ya que seria de
particular interés el saber si hay una diferencia en tamano de estas células respecto a
otras belugas en cautiverios o de vida libre.

Comparando las tasas ventilatorias se observa que Gasper tiene una corta
duracién en las apneas durante la actividad de reposo, enfrenamiento y espectaculo
(Cuadro 12, Figura 19} y por lo tanto una alta frecuencia respiratoria. £l hecho que con
esta alta tasa ventilatoria presente buceos prolongados pero poco frecuentes podria
explicarse por la densidad eritrocitia, que al verse incrementada respecto a los de vida
libre cubre los requerimientos. Una forma que en un futuro pudiera esclarecer este
punto es la determinacién de la concentracién de 2,3-DGP, la cual se esperaria alta
para Gasper y con ello facilitar el aporte de oxigeno necesario. Cabe mencionar que
ademads Gasper pasa la mayor parte del tiempo en superficie y a media profundidad
de la fosq, lo cual disminuYe la demanda de oxigeno por actividad fisica, ademdas de
que es el que presenta mayor frecuencia e inversién de tiempo en el ascenso pasivo.
La duracién de las apneas promedio de Niko son mayores en todos los tipos de
actividad respecto a las de Gasper, por lo cual sus frecuencias ventilatorias son
menores (Cuadro 12, Figura 19), asimismo Niko presenta preferencia por permanecer
en el fondo y a media profundidad de la fosa, nuevamente la alta densidad
eritrocitica podria ser la justificacién de estas conductas. Ambos animales tienen
promedios de apnea menores a los reportados en vida libre de 3, 5, 10 y 15 minutos
(Heide-Jargensen, 1995; Shaffer, 1997), sin embargo los dos animales tienen la
capacidad de realizar buceos de mads de seis minutos, siendo Gasper en este tipo de
actividad el de mejor desempano. Por otro lado los tiempos de apnea de las belugas
del D.F. no superan el tiempo de gasto en respiracion aerdbia (Shaffer, 1997).

Comparando la tasa ventilatoria promedio con la tasa ventilatoria observada en
las fechas de muestreo sanguineo no se encuentra ningun cambio tanto en la
frecuencia ventilatoria como en el tiempo de apnea, lo cual es indicio de que €l
manejo veterinario es de bajo impacto en los animales.

Por otro lado la viscosidad {Figura 18} y concentracién de cortisol en saliva son

menores respecto a los valores observados después de un estado de actividad fisica.
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Asimismo, se observa que la viscosidad de saliva de Gdsper durante los reposos ianto
de temporada boja como de temporada alta son semejantes y de mayor valor que los
reportados para manejo y estado basal, ya que el reposo es la actividad posterior a un
entrenamiento o un espectdculo, esto nos hace pensar que el efecto en la viscosidad
proviene de la actividad fisica. En la viscosidad de la saliva de Niko los valores son
semejantes en todos los casos, ademds de que corresponde a muestras posteriores a
actividad fisica, lo que indica que hay un efecto en el balance hidrico por esta causa
(Rothhut, 1988, Brodie, 1989, Dierauf 1990, Ortiz y col. 2000). Por ofra parte los valores de
osmolaridad no presentan ninguna tendencia, aunque en los valores mds bajos de
Gasper se encuentran por la manana y no se relacionan con la actividad fisica. En Niko
no hay tendencias ni por horario ni por actividad.

En cuanto a los valores de cortisol en sangre es evidente que Niko presenta
valores mds altos que los de Gasper y que los reportados para otras belugas, aungue
se encuentra dentro del intervalo reportado (Cuadros 1, 2 y 10; Figura 14). La
diferencia en estos valores podria responder al hecho de gque la muestra fue tomada
por la mafana (ca. 07:00) y en mamiferos entre las 06:00 y 10:00 hrs se tiene una
concentracién mayor de cortisol ([Norman, 1997), ademds que por la maiana hay una
mayor dispersion en el intervalo de los valores que los observados al medio dia o por la
tarde (Gréschl y cols, 1995; Knutsson y cols., 1997). Sin embargo el valor observado en
Gasper en la muestra sanguinea de diciembre (Cuadro 10} muestra un valor mayor al
de enero, esta muestra se esperaria fuera de menor valor ya gue se tomo alrededor
de las 21:00, siendo el horario nocturno en mamiferos cuando se reportan los valores
mas bojds de cortisol (Norman, 1997), este incremento posiblemente provenga del
efecto de la actividad fisica de todo el dia mds el manejo. Los valores de cortisol en
saliva de Niko resaltan la posibilidad del efecto de la actividad fisica, ya que se
observa como los valores de cortisol incrementan en medida en que el animal es
expuesto a mds actividad fisica mediante los espectdculos (Figura 14), ademds de que
otro valos que se encontré muy elevado fue el de entrenamiento. Se observa que a
Niko le cuesta mds trabagjo el tratar de regresar a los valores basales, esto se hace
evidente en los valores de cortisol de PS2 y PS3, ya que entre estos dos espectaculos
hay -md&s tiempo que el que hay entre el primer y segundo espectaculo o el que hay

entre el tercer y cuarto espectdculo. La respuesta de Niko se relaciona con el hecho
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de que conforme los organismos envejecen se va disminuyendo la capacidad de
recuperacion de la homeostasis (Barash, 1987) y Niko se pued considerar un organismo
senil dentro de los de su especie.

En el curso temporal de los valores de cortisol (Figura 15) hay un patrén evidente
en espejo para los valores de cortisol en saliva, eso hasta las 15:00, después de esto,
hay una tendencia de ambos a disminuir, y después de las 17:00 un incremento
evidente en los valores de Niko, este incremento coincide con el horario del cuarto
espectaculo, asi que es claro que la actividad fisica para Niko es una fuente de estrés.
Otro aspecto que respalda esta ideq, es el hecho que en estado basal (Figura 16) se
observa que en el mes de marzo incrementan los valores de cortisol en saliva, esta
fecha coincide con el incremento de actividad de Niko por el inicio de la época
reproductiva. Ademds de los dos sujetos Niko es el que presenta mayor frecuencia de
conductas sexuales y mayor inversion de tiempo en ellas.

En general fuera del contexto de espectéculo, que es el de mayor riqueza
conductual dado que existen conductas que sélo se presentan durante el
espectdculo, debido a que son conductas condicionadas. Niko presenta mayor
diversidad (Figuras 20 a 24) en los fipos de desplazamiento y conductas asociadas, lo
que descarta el establecimiento de estereofipias, de igual forma en Gasper aunque
con menor frecuencia e inversidn de tiempo para las conductas. Ademds el hecho de
que haya conductas gue sdlo se presentan en momentos especificos indica que la
observacién de determinadas conductas se define de acuerdo a la actividad
especifica que se redlice. Una conducta asociada particular es la formacion de aros
que presenta altos valores en los registros de entrenamiento y espectdaculo (Figuras 22y
23), esto nos hace considerar que la conducta posiblemente se relaciona con la
recuperacion respiratoria o descanso y no sélo de juego como se ha reportado
(Delfoury col. 1997).

Otros de los criterios para descartar el establecimiento de estereofipias es la
preferencia del desplazamiento en sentido errdtico y la comparacion entre los sentidos
a favor y contra de las manecillas, en la que se observa que hay una preferencia para
el nado en favor de las manecillas del reloj para todos los tipos de actividad de Niko
(Cuadro 15, Figura 27), en el caso de Gasper durante el espec’rdéulo no hay esa

preferencia, en todas las demds si, la preferencia entre estos dos sentidos es
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congruente con lo reportado (Marino y col., 1997) para belugas en cautiverio y la cual
responde a la lateralizacién cerebral y no a estereotipias. El cambio de sentido durante
el espectdculo de Gasper se debe a que el sentido esta condicionado por las
conductas que se realizan durante el mismo espectaculo.

En la observacion global de las conductas no se puede pensar en un
establecimiento jerdrquico debido a que 1) hay alternancia en las actividades, 2} hay
reciprocidad en la emisidn de actividad sexual, aunque hay mayor actividad de Niko
hacia Gasper, 3) hay una prevalecia de ubicacidn oriente de Niko sin que esto limite el
desplazamiento de Gasper, quien no presenta preferencia alguna por una posicion en
la mayor parte del tiempo excepto durante el reposo y 4) no hay despliegues agresivos
significativos.

El tiempo de exposicion a los eventos externos es constante para todos los tipos
de actividad analizadas y de acuerdo al reporte de acustica realizado en la fosa de
las belugas (Saad-Eljure, 1998) los sonidos registrados dentro del estanque fueron de 100
dB, esta intensidad se presento a 1000 Hz, estos valores no alcanzan los umbrales
reportados (Erbe, y col. 1998; Schlundt, y cols. 2000) para que sean escuchados por las
belugas, por lo cual las emisiones sonoras del parque no representarian una fuente
estresante, aunque hay otros reportes que senalan que el umbral de las belugas a 1000
Hz es de 95 dB, lo cual indicaria que si alcanzan a escuchar tenuemente, pero no tiene
un efecto significativo. La interaccién con sujetos y objetos tampoco representa un
agente estresor significativo, ya que la proporcion de tiempo de interaccion es muy
baja (Figuras 25y 26).

Las variedad en las emisiones de sonido se presentan en &l verano durante
actividad basal, esta temporada coincide con la época reproductiva, sin embargo,
este catdlogo tiene una variedad reducida (Figuras 31 y 32) comparada con otros
trabajos (Chernezky y col. 1990) en los cuales se reportan sélo para conductas sexuales
23 tipos de sonido. Esto puede ser resultado d la ausencia de hembras ya que no hay
respuesta dindmica de los procesos de interaccidn sexual y/o social (Newberry, 1995;
Chernezky y col. 1990).

Considerando todo lo anterior y que el bienestar en cautiverio busca promover
la conducta tipica de los animales (Newberry, 1994, 1995) la menor exposicion a

eventos externos, interaccién con objetos o sujetos, incrementar la variacion de
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actividades; minimizar los cambios fisicos drastico, conductas autoagresiva o dirigiaas a
un sujeto u objeto y evitar la manifestacion de estereotipias (Broom, 1988; Mason, 1991;
Newberry, 1995; Galindo-Maldonado, 1996). Se hace evidente gque las condicionss en
las que se encuentran las belugas en el parque La Feria son lo suficiente consistentes

con los términos de bienestar, aln con la actividad de espectaculo.
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CONCLUSIONES

Se presentan modificaciones en el didmetro y densidad de los eritrocitos
respecto a los de vida libre, y de densidad respecto a los de cautiverio, esto se
explica como un mecanismo de adaptacion a la altura de la Ciudad de México.
Los niveles de cortisol en sangre en Gasper indican que el grado de afectacion
del manejo se encuentra dentro de los valores promedio para belugas.

Los niveles de cortisol en sangre en Niko, aun siendo altos se encuentran dentro
de los valores reportados en belugas, lo que da indicios de una repuesta de alto
esfuerzo.

El grado de recuperacién posterior al espectéculo es mds rapido para Gasper
que para Niko.

La respuesta fisica al trabajo de espectédculo es diferencia.

La concentracién de cortisol en saliva puede ser una alternativa para la
evaluacion fisioldgica, reduciendo el grado de exposicion al manejo.

El valor promedio de la tasa ventilatoria es semejante en los diferentes horarios y
tipos de actividad excepto en basal para Niko.

La duracidon de apnea es consistentemente mayor en Niko que en Gasper
Gasper presenta una tasa de ventilacion mayor a la Niko

Gasper presenta una capacidad de buceo mayor que Niko.

La duracién de apnea es menor que en vida libre, para ambos sujetos.

Se observar una variedad de conductas con sus posibles combinaciones,
resaltando la ausencia de estereotipias.

No se presentan interacciones agresivas entre los sujetos ni con agentes
externos.

Se mantiene el ciclo de cortejo, aln en ausencia de hembras.

No hay preferencia en el sentido de desplazamiento y laterdlizacién, aunque si
hay preferencia por parte de Niko en la ubicacion oriente.

Las relaciones con objetos, sujetos, eventos e interacciones son azarosos, de igual
manera la emision de sonidos.

Hay mayor emision de sonidos durante el verano
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La respuesta de adaptacién a las condiciones de encierro han sido favorables
para los organismos, sin embargo, no se puede esperar que esta respuesta se
mantenga indefinidamente sin la integracidén de variantes en las actividades y

una redistribucion temporal de las mismas, particularmente en el caso de Niko.

RECOMENDACIONES

Dar un mayor tiempo de reposo entre el 1° y 2° espectaculo y eliminar el 4°
espectdculo.

Complementar el espectdculo con proyecciones sobre la biologia de la beluga,
como compensacion de la disminucidén en el nimero de espectaculos.

Promover la informacidén sobre las belugas, reiterando que No son ballenas.
Promover la incorporacién de actividades diferentes o rotacion de rutinas
durante el espectdculo previniendo monotonia, con ello se evitara el
establecimiento de estereotipias.

implementar objetos que faciliten el frotamiento de la piel para una mejor muda
de los animales.

Lievar los niveles de salinidad a los equivalentes en el medio natural.

Aumentar la temperatura en la época de verano.

Promover el interccmibio de unc de los machos por una hembra.

COMENTARIOS

La naturaleza del ciclo reproductivo involucra una alta de actividad

ambulatoria durante los meses de marzo a septiembre y una baja en la atencion

hacia el aspectaculo y entrenamiento, debido a que en este periodo la actividad

esta enfocada a la conducta de apareamiento, asi que la exposicidn a mas de tres

espectdculos diarios puede resultar en una baja considerable en la actividad

general.
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Apéndice 1. Conductas de desplazamiento.

Descripcién

Simbolo Cédigo

Ascenso pasivo: Elevaciéon sin inversion de mov:mlen'ros
caudales y/o pectorales.

Recargue: Apoyo de la cabeza en la pared o fondo,
formando con el cuerpo un dngulo.

Suspencién en agua: se mantiene sumergido e inmovil,

Asomo: Saca la cabeza del agua.

Alimentacién: Recibe comida manteniendo la cabeza fuera
del agua y la boca abierta.

Arqueo: Flexién dorsal tenue

sondeo: Flexién dorsal prolongada con una inmersién
profunda.

Nado horizontal: El dorso esta paralelo la superficie con el
vientre hacia el fondo.

Nado lateral: Una aleta pectoral apunta a la superficie y la
otra al fondo.

Nado invertido: El vientre esta paralelo a la superficie y el
dorso hacia el fondo.

Nado con giro: Rotacion sobre su eje sagital.

Salido a plataforma: Todo el cuerpo del animal sale del oguo
manteniéndose en la plataoforma  por  unos
segundos.

Surfeo: El animal remolca a una persona

Salto parcial: Emersién del animal en posicién vertical hasta
% del total de su cuerpo

Salto total: Emersidn del animal en posicién vertical en la
totalidad de su cuerpo.

Salto con persona : Salto parcial llevando consigo a una
persona en la parte anterior del meldn.

v

Sp

Si

N O O hWwWwN

10
1

12

13
14

15

16
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Apéndice 2. Conductas asociadas.

Descripcién Simbolo  Cédigo
Movimiento de melén: Deformacién aleatoria del meldn. M 1
Movimiento de mandibula: Abre y cierra la boca. » 2
Movimiento de cabeza: Movimientos oscilantes de derecha 3
a izquierda, ventral - dorsal y/o rotatorio. =
Formacién de aros: Expulsion de una burbuja en forma de © 4
aro.
Formacién de escasas burbujas: Expulsidn de burbujas B- 5
esféricas en pequenas cantidades.
Formacién de abundantes burbujas: Expulsion de burbujas B+ 6
esféricas en gran niUmero.
Expulsién subacudtica de agua: Se hace evidente por el
desplazamiento de objetos bagjo el agua cuando A 7
abre y cierra la boca o junta los labios en forma
de frompeta.
Expulsién aérea de agua: Expulsibn de agua por la boca, 2 8
poniendo los labios en forma de trompeta.
Emisién de sonidos por orificio nasal: Expulsion de aire por 7 9
orificio nasal produciendo un silbido o chirrido.
Frotamiento contra el estanque: Tallar el cuerpo contra
e 10
- paredes o fondo del estanqgue.
Frotamiento contra el compaiero: Tallar el cuerpo contra el - .
cuerpo del companero.
Exposicién parcial del pene: Presentacion de hasta % del p. 12
pene.
Exposicién total del pene: Presentaciéon completa del pene. P+ 13
Frotamiento contra el compaiiero con exposicion parcial
del pene. Tallar el cuerpo confra el comparnero = P- 14
mientras se presenta el pene hasta % partes.
Frotamiento contra el compaiiero con exposicion total del
pene: Tallar el cuerpo contra el compafero =P+ 15
mientras se presenta completamente el pene.
Intento de cépula sin exposicion del pene: Contacto
pélvico y frotamiento sin presentacion de pene X 16
contra la regién genital del companero.
intento de cépula con exposicion del pene: Contacto
pélvico e intento de intromisiébn del pene en la Xp 17
regién genital del compafero.
Amenaza: Aproximacién rapida mientras se abre y cierra la
boca y/o formacién de burbujas y/o movimiento N 18
de meldn con produccidn de sonidos.
M 19

Mordida: Asir con los dientes alguna porcién del cuerpo.




Apéndice 3. Abreviaturas

ACTH Hormona adenocorticotréfica
ACh Acetilcolina

AVP Arginina vasopresina

AYG Aparato yuxtaglomerular

B Corticoesterona

BS Basal

C Crepusculo

CA Conducta asociada

CD Conducta de desplazamiento
CMH Complejo mayor de histocompatibilidad
CRH Hormona liberadora de corticotropina
DA Dopamina

DHEA Dehidroepiandosteron

E Epinefrina

EA Estrés agudo

EC Estrés crénico

ENT Entrenamiento

F Cortisol

FR Frecuencia relativa

G Gasper

GR Receptores de glucocorticoides
H Riqueza

| Invierno

M Mafiana

N Niko

NE Norepinefrina

O Otono

P Primavera

PAF-aceto-éter Factor activador de plaguetas 1-0-alquil-2-acetil-Sn-glicerol-3-fosfolina
PLA2 Fosfolipasa Az

POMC Poroopiomelacortina

PRL Prolactina

PS1° Posterior a primer espectaculo
PS2° Posterior a segundo espectdculo
PS3° Posterior a tercer espectdaculo
PS4° Posterior a cuarto espectaculo
PTI Proporciéon de tiempo invertido
Rep Reposo

SNS Sistema nervioso simpdatico

T Tarde

Ts Triyodotironina

T4 Tiroxina

\% Verano

o-MSH a-Melanotropina

B-LTH B-lipotropina

S-HT Serotonina
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Apéndice 4. Glosario.

Bienestar

Cortisol

Esterentipia

Estrés

Estrés agudo

Estrés crénico

Estresor

Estado en el que el organismo se encuentra en condiciones optimas de
homeostasis, tanto internas como externas.

Hormona esteroidea de tipo glucocorticoide que se secreta
principalmente en la corteza suprarrenal. Tiene un peso molecular de
363 Da.

Actividad repetitiva y sistemdtica que no tiene intencién de cubrir
alguna funcién determinada.

Es el estado de respuesta que se genera ante un agente que altera la
homeostasis del organismo, es un proceso no especifico en el cual se ve
alterado el metabolismo.

La respuesta de estrés se presenta por un periodo corto

La respuesta de estrés es mantenida en un largo periodo y tiene efectos
en la biologia del organismo.

Es el estimulo gue inicia un desequilibrio homeostatico, este puede ser

fisico, metabdlico, conductual, ambiental o una interaccién de ellos.
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Apéndice 5. Forma de registro conductual.

Fecha: | Registro: | Hoja: | Organismo: Ambos
Hora de Inicio: Hora de término: | Foto:
Cinta de video: Cinta de audio: | Temperatura ambiente Prom :
Temperatura del agua: | pH: [[NaCl]: Ten: [R 24 Hrs:
Esp. In: | Esp. Fin: Des. In: | Des. Fin:
'Observador: | Ent. In: | Ent. Fin:
Niko T 00:00" | E| Gasper | Notas Niko T{C|00:00" {E| Gasper | Notas
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Apéndice 6. Cédigos de preferencias y exposicion.

Registro Definicion Cédigo
Respiracién Presente ]
Ausente 0
Sentido Sentido ermrdtico s/e
Mismo sentido que las manecillas del reloj -
Sentido contrario que las manecilias del reloj +
Lateralidad Horizontal Hor
lzquierdo Z
Derecho D
Interaccidon Yaka Y
Hidréfono H
Buzo U
Nado Juntos NJ
Lobo L
Companiero Cp
PUblico Pub
Profundidad 0-3m Sup
3-6m Int
6-9m : Fon
Exposicién Montana Rusa MR
Tren T
MUsica ) M
Publico Pub
Avion Avi
Ubicaciéon Norte N
Sur S
Este Et
Oeste W
Centro Ct
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Apéndice 7. Técnicas de laboratorio

lluminacién Kéhler (Mdrquez-Guzmdan y cols,1991)
1. Subir totalmente el condensador.
Enfocar una preparacién con el objetivo de menor aumento.

Puede retirar la preparacién si se dificulta la observacion del campo.

d 0N

Cerrar por completo el diafragma de la ldmpara colocada en la base del

mMICroscopio.
Bajar el condensador hasta logar la méxima nitidez de los bordes del diafragma.

o

6. Centrar el diafragma en el campo, con los tornillos del condensador.

7. Abrir el diafragma de la ldmpara hasta obtener iluminada un darea igual al
campo visual {los bordes del diafragma casi son iguales al perimetro de la
circunferencia).

8. Ajustar el contraste de la imagen con ayuda del diafragma del condensador.

9. Verificar el gjuste observando, sin ocular o con la Iente de Amici que el campo
este iluminado en sus % partes.

10. Regular la intensidad luminosa de la imagen mediante el regulador de voltaje de
la ldmpara o filtros gises.

11. Al cambiar objetivo sdlo adaptar el diafragma de la Idmpara

COLORANTES PARA LA TINCION DE FROTIS SANGUINEO (Aguilar-Morales y cols, 1996)
A. Colorante de Giemsa 1%
0.8 g de Giemsa
50 mL de alcohol metilico
50 mL de dlicerina
Se agrega poco a poco el alcohol metilico y la glicerina de manera alternada, los
volUmenes se deben incorporar en un tiempo de cinco minutos. Posteriormente se
filtra y se guarda en un frasco dmbar con tapa.
B. Colorante de Wright
0.3 g de colorante de Wright

100 mL de alcohol etilico
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Se disuelve por calentamiento en un frasco, manteniéndolo ligeramente tapado
con algodén o una lana, esto en bafio Maria. Una vez disuelto se deja enfriar y se
tapa.

Para la tincidn de los frotis se hace una mezcla de siete volimenes del colorante

de Giemsa y cinco volumenes del colorante de Wright.

MEDICION DE CELULAS SANGUINEAS (Mdrquez-Guzmdn y cols,1991)

A. Calibracioén.

pam—

e

Se utilizé un ocular y objetivo micrométrico Zeizz y un microscopio Zeizz .Realizada
la iluminacién Kohler:

Se enfoca la preparacién con el menor aumento.

Se quité la preparacién fija y colocar el objetivo micrométrico.

Se enfocé y centrd la regla grabada en el objetivo micromeétrico.

Se quité uno de los oculares del microscopio y colocd en su lugar el ocular
micrométrico.

Se hizo coincidir exactamente la primera de las divisiones de la escala marcada
en el ocular micrométrico con la primera de las divisiones grabadas en la regla
del objetivo micrométrico.

Se observd si otras divisiones de las dos reglas coinciden exactamente, ya que la
que se debe consider para realizar los cdlculos es la mas alejada de las divisiones
coincidentes.

Para obtener la calibracién se dividd el numero de divisiones entre las dos marcas
extremas coincidentes del objetivo micrométrico entfre el nUmero de divisiones
comespondientes del ocular micrométrico. Considerando gque la regla grabada
en el objetivo micrométrico mide 1mm dividido a se vez en 10 divisiones de 0.1
mm y cada una de estas dividida en 10 divisiones de 0.02 mm, que corresponden
a 10 micras cada una.

Se hizo el mismo procedimiento con los diferentes aumentos del microscopio.

Numero de divisiones en la regla del ocular

Calibracion = — bt
Niumero de divisiones en la regla del objetivo
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B. Cdlculo de la medicién de las células
1. Se contd el nUmero de divisiones que ocupan cada célula
2. Se multiplicéd por el factor de calibracidén obtenido para el mismo aumento

con el gue se midié la célula.

PROCEDIMIENTO PARA LA CUANTIFICACION DE ERITROCITOS (Bauer, 1986).

A. Preparacién de muestra.
Se utilizd un microscopio estereocscdpico (Nikon Alphaphoto YS) al cual primero se
realizo iluminacién Koéhler (Marquez-Guzman, 1991). Para la preparacion de la
muestra se utilizé una pipeta para el conteo de eritrocitos, se aspird 0.1 mL de
sangre con anticoagulante EDTA, se aspird 0.91 mL de solucidn fisioldgica a pH
7.5, llevando el volumen en la pipeta a 1.01 se homogeneizd por inversion y se
desecharon las dos primeras gotas. Para el conteo se depositaron 0.2 mL en cada
una de las cdmaras de Neubawer y se realizd el conteo en espiral en cinco de 10s
cuadrantes de en sentido de las manecilias del reloj, saltando uno y terminando
en el centro, esto se realizé a un aumento de 40X. Este conteo se hizo por

cuadruplicado para cada organismo, en cada muestra.

B. Cdlculo del nUmero de eritrocitos.

Se utilizé ta férmuta :

No. total de células contadas en 5 cuadrantes

No. de Células/mm? =

Superficie de drea contada X - Allura de la cdmara de contaje X .
Dilucién de sangre
(mm?2) {mm]
. Células contadas
No.Células =
1/5X1/10X1/200

DETERMINACION DE CORTISOL EN SALIVA Y SANGE POR RADIOINMUNOENSAYO (RIA)
(Luna-Munoz y cols, 1990).
A. Liquido de centelleo:

4g POPOP; 2,2-P-phenylenbis (5-phenyloxazol) de Merk.

40g PPO de Merk.
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1L de tolueno.

B. Obtencién de la curva estdndar para determinacion de cortisol por RIA.
Se realizaron cuatro gupos de trabajo, cuentas totales (CT), unidn no especifica
(UNE), cero vy Curva este a su vez se subdividid en siete concentraciones
conocidas de 10, 20, 50, 100, 200, 600 y 1000 pg/mL. Todas las muestras se hicieron
por triplicado.

Muestra Buffer (ul) Hormona Anticuerpo  Hormona Carboén Volumen

fria {ul) {ulL) caliente (ul) dextran {ul}) final (pl)

C1 800 -- -- 100 -- 900

UNE 600 - - 100 200 900

Cero 500 ‘ - 100 100 200 900

Curva

estandar -- 500 100 100 200 900

problema

. Para elaborar CT se tomaron 800 pl, UNE 600pL y para Cero 500 ul de solucion

Buffer.

2. Parala curvase tomaron 500 pl de cada concentracion (hormona fria)

3. A cero y curva se le agegaron 100ul de anticuerpo a cortisol (Ac) en dilucion

é
7
8.
9

1:700.

Posteriormente a todos los tubos se les agregd 100 ul de cortisol marcado con
radioactividad, F*, (hormona caliente) con carga de 6500 cpm, se da una ligeroa
agitacién para homogeneizar y se deja incubar a 4°C hasta el dia siguiente.

A todos los tubos excepto a los de CT se les agregd 200 ul de carbdn dexiran y

se dio una ligera agitacioén

. Se dejé reposar durante 10 minutos en frio dentro de la centrifuga

. Se centrifugd 20 minutos a 3000 rpm.

Se decanté en viales

. Se agregd 5mL de liquido de centeileo (ver arriba)

10. Se dio una vigorosa agitacidn por 10 segundos

1.
12.

Se dejé reposar hasta el otro dia

Se leyd en lector Bekman para centelleo modelo LS6500
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C. Determinacién de recuperacién en la exiraccién de cortisof en saliva.

1. Se tomaron 400 pulL de salivay 100 uL de F*(10,000 cpm).

2. Seles dio una ligera agitacion y se dejo reposar durante 24 horas a 4°C.

Pasadas las 24 horas, se agregaron 5 mL de diclorometano y se agité durante un
minuto.

Se dejé reposar por 10 minutos

Se extrgjo el sobrenadante con una pipeta Pasteur.

Se decanté el resto en otro tubo y se dejd secar por evaporacion.

N o~ O >

Se agregd 2 mL de Buffer de fosfatos a pH 7.19 y 0.2 M, se sonico durante

minutos.

8. Posteriormente se dio una vigorosa agitacién durante 10 segundos.

9. Se tomaron 900 uL de cada suspension y se pusieron en viales, cada muestra se
hizo por duplicado.

10. Se le agregaron 5 mL de fiquido de centelleo (Ver arriba)

11. Se dio una vigorosa agitacién por 10 segundos y se dejé reposar por un minimo

de 18 hrs.

12. Posteriormente se cuantifico la actividad en un lector para centelleo.

Para determinar los valores de concentracion por mililitro se tomo en cuenta
que la cantidad cuantificada representa un octavo del total y considerando que los
valores obtenidos del valor de recuperacion fueron del 1%, entonces se tiene que
sacar el factor de comrreccidén de ocho veces 0.91, por lo tanto el factor de
correccidn es de ocho veces esta recuperacidén quedando asi un factor de
correccion de 7.28 para los porcentajes de unidn observados en la determinacion
de cortisol.

Para la determinacién de cortisol en saliva y sange de las muestras el paso 1
se modifico de la siguiente forma: se tomaron 500 ulL de saliva o sange, segiun haya
sido el caso, el paso 2 se elimino y se continuo hasta el paso ocho. Posteriormente el
paso 9 vario de acuerdo a los volimenes obtenidos de las muestras, las muestras
sanguineas se hicieron por tfriplicado vy las salivales algunas se hicieron por tfriplicado
y otras por duplicado. Los pasos posteriores al nueve se siguieron segun el

procedimiento para la curva estdndar mencionada arriba.
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