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RESUMEN
La medicion de cortisol fecal se ha usado como una forma de medir estrés,
relacionandolo con parametros conductuales; sin embargo poco se ha hecho para
relacionar de esta hormona con otro tipo de indicadores fisioldgicos. La medicién
de IgA en heces se ha postulado como una manera de evaluar el estado
inmunoldgico, aunque este tipo de analisis s6lo se ha realizado en animales de
laboratorio. A través de este trabajo se determind la relacion entre cortisol e IgA
fecales en lobo mexicano (Canis lupus baileyi) y jaguar (Panthera onca) en el
Zooldgico de Chapultepec. El proceso de muestreo se llevo a cabo del 13 de Marzo
al 19 de Mayo de 2006, la eleccién de las fechas incluyd la semana santa durante
la cual la afluencia de visitantes se incrementa. Para establecer valores de
referencia para IgA fecal se realizd un muestreo de cuatro semanas, previo a
semana santa obteniendo en las lobas valores promedio de 9,878 + 6723 ug/g
heces (n=3) y 2,485 + 1071 pg/g (n=5) de heces para los jaguares. Los valores de
IgA en las lobas en el periodo después de semana santa fueron significativamente
menores en comparacion con los periodos anteriores (P<0.005). Los datos de
cortisol no mostraron diferencias significativas en lobos y en jaguares en ninguno
de los periodos. Respecto a los valores de IgA, se encontraron diferencias
marginales (P<0.01) para una hembra de jaguar entre los periodos antes y durante
semana santa. Considerando el hecho de que el efecto hormonal pudiera ser
retardado, los datos de IgA de las lobas se desfasaron 3 dias respecto a los valores
de cortisol obteniendo un coeficiente de 0.10 para la etapa anterior a semana
santa, de -0.21 para el periodo de alta afluencia y de -0.5 para el ultimo periodo.
Fue posible realizar mediciones de IgA en heces de jaguar y lobo mexicano usando
equipos comerciales para IgA de canidos y felinos domeésticos, siendo posible
cuantificar valores basales de IgA en estas especies en condiciones de cautiverio
en el Zooldgico de Chapultepec, asi como detectar diferencias significativas en su

patron de secrecidn, las cuales pudieron relacionarse con la secrecion de cortisol.



ABSTRACT

Cortisol measurement in feces has been used for stress assessment, in relation
with behavioral parameters; however, it has not been related to other physiological
parameters. It has been suggested that immunological status can be assessed by
measuring fecal IgA, but this kind of analysis has only been done in laboratory
animals and dogs. The aim of this study was to determine the relationship
between cortisol and IgA in feces of Mexican wolves (Canis lupus baileyi) and
jaguars (Panthera onca) at Chapultepec Zoo. Sampling was done from March 13™
to May 19" 2006. Dates were chosen to include Easter, when visitor's affluence
increases. In order to obtain reference values for fecal IgA, a four-week-sampling
period was done before Easter. Mean IgA values were 9,878 + 6723 ug/g of feces
(n=3) and 2,485 + 1071 pg/g of feces (n=5) for wolves and jaguars, respectively.
IgA values after Easter were significantly lower than those before and during
Easter (P<0.005) for wolves. Cortisol data showed no significant differences for
wolves or jaguars. Marginal differences were found for the IgA values for a female
jaguar (“Tulum”) between the periods before and during Easter (P<0.01).
Considering that the hormonal effect is delayed, a time lag of three days was
applied to the IgA data from the wolves in regard to the cortisol values, obtaining
a 0.10 coefficient for the period before Easter, while during and after Easter
coefficients were -0.21 and -0.5, respectively. It was possible to measure IgA in
feces form jaguars and Mexican wolves using commercial kits for IgA form
domestic canids and felines. Furthermore, it was possible to assess basal values in
these species kept under captive conditions at Chapultepec Zoo, and detect
significant differences in their secretion pattern which could be related to cortisol

levels.



1. INTRODUCCION

En la actualidad los programas de conservacion requieren del trabajo
interdisciplinario para ser realmente efectivos. En este sentido, la medicina
veterinaria en el area de la fauna silvestre, ha dejado de ser un area
confinada al diagndstico y tratamiento de animales silvestres en cautiverio
convirtiéndose en una herramienta importante para monitorear y evaluar, no
solo el estado de salud de un individuo o poblacion en particular, sino de todo
un ecosistema.

Los grandes carnivoros, al estar en la cima de la cadena tréfica, son un
buen indicador del estado en que se encuentra su habitat, por lo cual
podemos inferir que si estos carnivoros presentan problemas, también los
tiene su propio ecosistema.

El estudio médico de la fauna silvestre tradicionalmente requiere de la
captura de diferentes individuos, lo cual conlleva numerosos riesgos e
inconvenientes(iError! No se encuentra el origen de la referencia., iError! No se encuentra el
origen de la referencia., iError! No se encuentra el origen de la referencia., iError! No se encuentra el

origen de la referencia., iError! No se encuentra el origen de la referencia., iError! No se encuentra el

origen de la referencia., jError! No se encuentra el origen de la referencia.) Afortunadamente

nuevas técnicas de laboratorio nos permiten realizar estudios por métodos no
invasivos que carecen de una retroalimentacion negativa, trabajando
principalmente con muestras de heces. Estos trabajos se llevan a cabo
inicialmente bajo condiciones controladas para ser aplicadas posteriormente
en vida ”bre(iError! No se encuentra el origen de la referencia., jError! No se encuentra el origen

de la referencia., jError! No se encuentra el origen de la referencia., jError! No se encuentra el origen

de la referencia.)



Con el fin de conocer con mas certeza el estado de salud de individuos
0 poblaciones es necesaria la obtencidon en conjunto de datos fisioldgicos y
epidemioldgicos.

Desde hace algun tiempo se ha utilizado la medicion de cortisol en
heces como una forma no invasiva de medir estréstiErort No se encuentra el origen

de la referencia., jError! No se encuentra el origen de la referencia., jError! No se encuentra el origen

de la referencia., jError! No se encuentra el origen de la referencia., jError! No se encuentra el origen

de la referencia) - Algunos de los estudios han relacionado los niveles de cortisol
con parémetros Conductuales(iError! No se encuentra el origen de la referencia., jError! No se
encuentra el origen de la referencia., jError! No se encuentra el origen de la referencia.)’ sin
embargo poco se ha hecho para relacionar los niveles de esta hormona con
otro tipo de indicadores fisiologicos, como aquellos relacionados con el
sistema inmune.

La mediciébn de IgA en heces se ha postulado como un pardmetro
importante para evaluar el estado inmunolégico de un animal, aunque este

tipo de andlisis s6lo se ha utilizado en humanos, animales de laboratorio y

perros(iError! No se encuentra el origen de la referencia., jError! No se encuentra el origen de la

referencia., jError! No se encuentra el origen de la referencia.)

Tampoco se han realizado las evaluaciones necesarias para traspolar
estas mediciones en animales en vida libre, donde las muestras de heces
pueden pasar algun tiempo expuestas a diferentes condiciones climaticas que
degradan su contenido proteico. En los trabajos de campo no siempre se
cuenta con las facilidades para procesar rapidamente las muestras ni para
recolectar muestras frescas, ademas en ocasiones las expediciones tardan

varios dias 0 incluso Semanas(iError! No se encuentra el origen de la referencia., jError! No se

encuentra el origen de la referencia., jError! No se encuentra el origen de la referencia.)

En este trabajo se propone establecer valores de referencia para la

determinacion de IgA fecal en lobo mexicano (Canis lupus baileyl) y jaguar



(Panthera onca) en cautiverio en el Zoolégico de Chapultepec y detectar
variaciones en su secrecion; asi como determinar la relacion entre cortisol e
IgA fecales en lobo mexicano (Canis lupus baileyl) y jaguar (Panthera onca)
en cautiverio. Por otro lado se pretende evaluar los cambios en la
determinacion de IgA en muestras de heces por efectos del ambiente y el
tiempo en dichas especies, con el fin de establecer si estos factores tienen

una influencia importante al momento de trabajar con animales en vida libre.



2. ANTECEDENTES

2.1 Biologia del Jaguar
El jaguar es el felino mas grande de América y el menos estudiado, a
pesar de encontrarse en peligro de extincién®®. Los ejemplares adultos de

jaguar pueden medir de 1.5 a 2.4 m de longitud total y su peso puede variar



entre 31 y 158 Kg. Habita en bosques tropicales y subtropicales, pantanos y
sabanas. Se localiza desde ambas costas de México, a través de
Centroamérica y hasta el norte de Argentina. Se ha registrado de paises
como Belice, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, El Salvador, Guayana
Francesa, Guatemala, Guyana, Honduras, Nicaragua, Panama, Paraguay,
Pert, Surinam y Venezuela. Hasta el siglo pasado, estuvo presente en el
extremo sur de los Estados Unidos de América (California, Arizona, Nuevo
México y Texas). En zonas tropicales se aparea durante todo el afio, pero en
zonas mas templadas sélo se reproduce durante la primavera. Su gestacion
dura de 93 a 113 dias, los cachorros permanecen 2 afios junto a la madre'”:
72).

Respecto a su estatus como especie en peligro de extincion, ademas
de la protecciéon de la CITES en el apéndice I, la ESA de los Estados Unidos
de Norteamérica considera al jaguar en peligro®® 72, mientras que en México
la NOM-059 ECOL 1994 considera al jaguar como especie en peligro de
extincion®?),

2.2 Biologia del lobo mexicano

Canis lupus baileyi es una subespecie del lobo gris que habitaba
bosque humedos y templados principalmente al norte de México y sur de
Estados Unidos. La época reproductiva ocurre de enero a abril, siendo febrero
el mes mas importante. Sus nucleos sociales son mas pequefios que en otras
especies de lobos, conformados por una pareja reproductora y sus crias, las
cuales abandonan la manada a los pocos afios de edad®®.

El lobo mexicano desaparecié de su habitat natural debido a la caza
exhaustiva por considerarsele una amenaza para la ganaderia. En 1970 se
cazo el ultimo lobo en vida libre en el estado de Texas. A finales de los afos

70 se establecié el “Plan de preservacion de especies” por parte de la



Asociacion de Zooldgicos de América y la oficina de United States Fish and
Wildlife Service. En 1982 se realizd un convenio México — Estados Unidos que
dio origen al Mexican Wolf Recovery Team iniciando el programa de
reproduccién ex situ con el proposito a largo plazo de reintroducir la
subespecie en zonas aptas®>.

La NOM-059 ECOL 1994 considera al lobo mexicano como especie
probablemente extinta en el medio silvestre y se ha declarado como la
“necesidad de mas alta prioridad para la conservacién de lobos en todo el

mundo”®® 63,

2.3 Cortisol en heces
El estrés se refiere a cambios en un organismo ante una amenaza, real
o solo percibida, que activan los mecanismos de enfrentamiento a través de

procesos neuroenddcrinos,

Esta respuesta para enfrentar un reto esta
subordinada por un umbral de deteccion para dicho reto, asi como por la
capacidad de respuesta que varia dependiendo de la intensidad y duracion de
la amenaza®.

Ante un estimulo estresor agudo el sistema nervioso simpatico activa
al eje simpatico — médula adrenal (SMA) que estimula a la médula adrenal
que en respuesta secreta catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) en
cuestion de segundos(t? 2% 2% 65,74, 91)

Después de la descarga adrenérgica inicial, se activa la secrecion de
glucocorticoides (GCs), la cual se regula a nivel hipotalamico, principalmente
en el nicleo paraventricular, donde se produce y secreta la hormona
liberadora de corticotropina (CRH por sus siglas en ingles) minutos después
del estimulo estresor inicial. El nlcleo paraventricular se conecta con vias
nerviosas de los nucleos amigdaloides, los cuales se relacionan con estados

de temor y ansiedad. La CRH viaja a la hipdfisis a través de un sistema porta,



ahi estimula la produccidon y liberacion de péptidos derivados de la pro-
opiomelanocortina (POMC), como la hormona adrenocorticotropa (ACTH por
sus siglas en inglés), encefalinas y endorfinas® 1% 24 29,32, 57,65, 73,74, 78, 91),

Los cambios en la actividad del eje HHA se establecen a través de
mediciones de cortisol, mientras que la actividad cardiovascular es usada
para determinar la actividad del eje SAM®* 1232 65),

La ACTH es un polipéptido de 39 aminoacidos, se sintetiza a partir de
la POMC, la cual es hidrolizada a ACTH y B-endorfina. La ACTH estimula la
secrecion y produccién de GCs principalmente en la zona fasciculata y en
menor grado en la zona reticular de la corteza adrenal creando el llamado eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA). La ACTH no solo aumenta la secrecion de
GCs, también incrementa la sensibilidad de la glandula adrenal aumentando
su respuesta. La reduccion en los niveles de cortisol sérico estimula la
secrecion de ACTH 12 24 32,57, 65,73, 78)

El cortisol se sintetiza a partir del colesterol, el cual se almacena en
granulos intracelulares, la hidrolasa de éster colesterol lo libera de los
granulos y se transporta a la mitocondria donde se convierte en pregnolona
por accion de la desmolasa de colesterol por escision de la cadena lateral. La
pregnolona se transporta al reticulo endoplasmico liso donde se deshidrogena
a progesterona, la cual se hidroxila a 11-desoxicortisol; este se transporta de
nuevo a la mitocondria donde la 11-Bhidrixilasa lo transforma en cortisol**
24).

En la circulacién sanguinea el cortisol se encuentra de manera libre o
unido a proteinas transportadoras como la transcortina y en menor grado a la
albumina; después es metabolizado en el higado de manera irreversible a
hidrocortisol y luego a tetrahidrocortisol, el cual se conjuga con acido
glucurdnico aumentando su hidrosolubilidad y se elimina a través de la bilis u

orina. Las hormonas excretadas por la bilis no son totalmente eliminadas de



inmediato, una pequeia parte entra la circulacion enterohepatica que retarda
su eliminacién. La parte que se excreta por heces sufre un segundo
metabolismo llevado a cabo por las bacterias del intestino que lo desconjugan
y oxidan, este proceso es el responsable de que los metabolitos que se
encuentran en heces estén principalmente libres, mientras que los eliminados
en la orina alin estan conjugados!* 1% 24 32,57, 65,73, 78)

La secrecién de GCs se regula por una retroalimentacion negativa del
cortisol y corticotropina tanto a nivel hipotaldmico como al hipofisiario® 29,
En situaciones estresantes, la respuesta de los GCs es proporcional a la
gravedad del estrés!?; por otro lado, la velocidad de desactivacién de GCs
en el higado disminuye en estas situaciones, lo que aumenta el tiempo que
permanece en la circulacién®®.

Los glucocorticoides también pueden se secretados ante situaciones
que normalmente no se consideran como estresantes como pueden ser el
apareamiento y la caza 37) e incluso se ha encontrado una correlacidn
positiva entre el cuidado maternal y los niveles de cortisol en humanos .

Aunque los efectos de los GCs parecen contradictorios a diferentes
dosis, en los ultimos afos se ha encontrado que estos dependen de las
concentraciones y el tipo de receptores. Cuando los niveles son bajos, la
hormona se une a los receptores de mineralocorticoides (RM o Tipo I) con
efectos “permisivos proactivos” para los mecanismos de defensa, mientras
que las actividades “supresivas reactivas” se dan a altas concentraciones de
corticoides o inducidos por estrés, al activar los receptores de
glucocorticoides (RG o Tipo II)?* ¥, debido a que los RM tienen una afinidad

%), Las manifestaciones de los

diez veces mayor para los GCs que los RG
efectos de los GCs después de unirse a su receptor tardan en presentarse de
unos minutos a varios dias, y el efecto de la hormona tarda en decaer desde

varias horas hasta semanas’?.



Existen una gran cantidad de moduladores de la actividad de los GC,
entre los que se encuentran el tipo de GC, concentracién, ambiente
extracelular, contexto intracelular entre otros"’”). Los efectos bioldgicos de los
GCs se encuentran mediados por el receptor de GCs intracelular (RG o RM),
un miembro de la familia de los receptores nucleares de hormonas esteroides
que funcionan como factores de transcripcion activados por su ligando. El
receptor se encuentra principalmente en el citoplasma formando
heterocomplejos, una vez que se activa se transforma y se disocia creando
un monodmero que es capaz de unirse a las estructuras nucleares. El RG
puede modular la expresidon genética a través de dos caminos distintos: uno
al unirse como homodimero a secuencias especificas de ADN, llamadas
elementos responsivos a GCs (ERG); y la segunda a través de una ruta
independiente de ERG, en la cual el RG interactia como un monémero con
otros factores de transcripcion unidos al ADN“ 74 77),

Muchas veces los receptores activados no necesitan unirse a los RGs,
ni siquiera al ADN, en estos casos se usa un mecanismo como un “didlogo” a
través de un factor restrictivo de trascripcion. Entre los mas conocidos estan
las proteinas activadoras 1 (AP-1), cJun y cFos, el factor nuclear k-B (NFk-B)
y el factor de trascripcién Oct-1. Las interacciones funcionales entre estos
factores son reciprocas, los RGs reprimen la actividad del factor y el factor
reprime la actividad de los RGs. Ademas del uso de diferentes receptores, los
efectos de los GCs se encuentran mediados por la acciéon de la enzima 11p-
HSD2, que inactiva cortisol y corticosterona si se encuentra en grandes
cantidades en la célula”®.

Algunos de los efectos generales de los GCs son: gluconeogénesis,
midriasis, broncodilatacién, aumento en la tensién arterial, vasoconstriccion
cutanea, vasodilatacion muscular, inhibicion en la liberacion de esteroides

sexuales, neutrofilia, linfopenia, apoptosis de tejido linfoide, entre otros* %,



Para la mayor parte de los efectos de los GCs no se ha caracterizado
su mecanismo de accidon a nivel molecular; ademas se debe considerar que
muchas de las acciones sobre la trascripcién de un gen tal vez no sean una
respuesta primaria, sino secundaria a la activacion o inhibicion de otros genes
dentro de la misma célula’®,

Algunos de los efectos generales de los GCs se encuentran en el Anexo

Considerando que la vida media del cortisol en sangre es de
aproximadamente 80 a 120 minutos y que estas hormonas se afectan por el
ritmo circadiano, las mediciones sanguineas resultan poco convenientes en
cuanto al manejo de animales silvestres(* 1% 24 32,57, 60, 65,73, 78) | o5 piveles de
cortisol en heces reflejan una medida integral de los niveles en sangre y no
solo en un momento en particular, lo cual da una estimacién mas acertada
del estrés crénico que la obtenida a través de muestras de sangre®* 7% %), | a
medicion de hormonas fecales es Util tanto a nivel de poblacion como a nivel
individual, para determinar el bienestar de cada individuo o de una poblacion
en particular®® 79,

Las vias de excrecion de las hormonas esteroidales varian
considerablemente entre especies’®. Los gatos domésticos excretan el
cortisol principalmente en heces (82%), mientras que los perros eliminan una
cantidad menor por esta via (23%)®. Las diferencias entre perros y gatos
pueden deberse a diferencias de metabolismo o a la flora intestinal; las
bacterias y sus enzimas también juegan un papel importante, ya que son
capaces de metabolizar los esteroides fecales*?.

En un estudio en el cual se administrd cortisol radiomarcado a canidos
(Canis familiaris) y felinos domésticos (Felis catus) se encontrd el pico de
concentracion en heces a las 22 + 6 h en gatos y a las 24 + 4 h en perros.

Otros picos de menor intensidad observados posteriormente se explicaron por



la recirculacion enterohepética del cortisol®® 7)., Otro estudio reporta que el
tiempo transcurrido entre la administracién e ACTH vy el pico de cortisol en
heces es de 16 a 20 h en lobos, por lo cual los eventos estresantes se
relacionan con los niveles de cortisol fecal del dia siguiente!>).

Una de las ventajas de la medicion de cortisol en heces de gatos en
lugar de orina, es que varias especies orinan por aspersion limitando las
oportunidades de recolectar muestras, ademas de que en animales en vida
libre las muestras de orina resultan muy dificiles de obtener, por lo que las
heces son una opcién més practica®® 7®,

Algunas de las principales fuentes de error en la medicion de
esteroides fecales ocurren durante la recoleccion y el almacenamiento de las
muestras previo al inmunoanalisis(}). Por ejemplo en algunos estudios se ha
determinado que los estrdgenos y la progesterona no se encuentran
distribuidos homogéneamente en las heces de guepardo (Acinonyx jubatus),
pantera nebulosa (Neofelis nebulosa), leopardo de las nieves (Panthera
uncia) y venado cola blanca (Odocoileus virginianus), asi como en especies
domésticas como el caballo y el cerdo® 78, Otras fuentes de variacidn
pueden ser la hora en que se toma la muestra, la edad y el estado fisioldgico
del individuo. El procesamiento de las muestras también tiene un efecto en la
evaluacion final de las hormonas; en las muestras homogenizadas se han
detectado concentraciones significativamente mayores (21.82%) que cuando
no se lleva a cabo este procedimiento®®. Aln no se conocen con exactitud
todos los factores que influyen en la determinacion de GCs fecales; tampoco
hay consenso en lo referente a los procedimientos o precauciones necesarias
para el almacenamiento de las muestras*®.

La mayoria de los estudios que han validado analisis esteroidales han
usado etanol al 70%, congelacién y/o liofilizacibn como medios de

conservacion® 8 8) " Algunos autores han probado el uso de etanol para



estabilizar estrogenos y progesterona en heces por periodos de 21 h a
temperatura ambiente, incluso lo recomiendan para periodos mucho mas
largos(*?. Terio (2002) menciona que no hay cambios significativos en heces
de guepardo después de 14 dias usando este mismo método. Otras técnicas
de almacenamiento mencionadas en la literatura son secado en horno,
extraccidn en campo*?, deshidratacion por calor, congelacion en hielo
himedo, seco y nitrégeno liquido®”. En otro estudio realizado con babuinos
la extraccién con metanol alcanza niveles de aproximadamente 85% 2,

Se ha reportado un aumento en la concentracién de GCs en heces de
guepardo que fueron expuestas a tratamientos deshidratantes®®. Por otro
lado los métodos de deshidratacion han resultado en variaciones diversas
(incrementos y decrementos) de las concentraciones de esteroides fecales,
excepto los androgenos®”. Schwarzenberger (1996) concluye que la
desecacion de las muestras fecales no es necesaria para la evaluacion de
hormonas esteroidales, ademas de que los cambios en las dietas no afectan
este tipo de mediciones.

El tiempo que transcurre entre la defecacion y el analisis es una
importante fuente de variacion, asi como las condiciones ambientales en las
cuales permanece la muestra® %2, En un estudio en el cual se simulaban las
condiciones ambientales de manera controlada en laboratorio se encontrd
que el tratamiento en donde se incluye la simulacion de lluvia tiene efectos
mas significativos que las variaciones de temperatura ya que la concentracion
casi se duplicd después de 7 dias, mientras que la temperatura tuvo un
efecto menos significativo. Se determind que los principales cambios en la
concentracion de GCs ocurren durante las primeras 24 h, la variacion es
menor en los siguientes dias®?.

Mediciones de cortisol fecal ya se han hecho previamente en una gran

variedad de animales silvestres. Pifarré (2004) calculé el promedio de cortisol
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fecal en lobos mexicanos (Canis lupus baileyr) en cautiverio por medio de la
técnica de radioinmunoanalisis (RIA), el cual tuvo una media 202.51+9.02 en
machos y 214.47+14.98 hembras, sin encontrar diferencias significativas
entre albergues o sexos. En este estudio se informa que los niveles de
cortisol son significativamente mayores en los dias en que la afluencia de
publico a los zooldgicos se incrementa. Ojeda (2002) estudio las variaciones
en niveles de cortisol fecal en jaguares como respuesta a manipulaciones
ambientales; en sus resultados las respuestas de los individuos al
enriquecimiento ambiental fueron muy variables, algunos disminuyeron o
aumentaron sus niveles de cortisol. Por otro lado Hernandez (2006) en un
estudio realizado en canidos (lobo mexicano y coyotes) y felinos (ledn
africano y ocelote) reporta que las hembras podrian tener mayor dificultad
para afrontar situaciones estresantes debido a que después del estimulo los
niveles de cortisol en heces tardan mas en regresar a niveles basales.

Los niveles hormonales pueden no ser importantes en la produccién de
resultados significativos y adaptativos. Elevaciones relativas o inhibiciones,
resultado de experiencias previas, pueden ajustar centros neurales
especificos que responden especificamente al contexto ambiental en que se
encuentra el individuo®. Los errores de interpretacién pueden prevenirse
hasta cierto grado cuando se miden simultdneamente varios parametros

fisioldgicos, endocrinoldgicos y/o etoldgicos™ 28 78),

2.4 Inmunoglobulina A en heces
Basicamente existen dos formas de evaluar el estado del sistema

inmune:
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a) Enumerativa — esta incluye conteos celulares en sangre (linfocitos T, B,

células NK o natural killer), lo cual es importante ya que cierto nimero
en cada tipo de célula es necesario para responder adecuadamente
ante un desafio antigénico. El problema en este tipo de evaluaciones
es que la interpretacion de las pruebas se dificulta pues los conteos
celulares no se relacionan necesariamente con la funcionalidad del
sistema inmune, ya que las variaciones en la cantidad de células
pueden explicarse por una variedad de mecanismos como la
migracion celular hacia linfonodos o bazo®.
Ademas de células pueden hacerse conteos de inmunoglobulinas, ya
sea en la circulacién periférica o en secreciones mucosas (saliva,
lagrima, secreciones intestinales). Esto puede hacerse de manera
general para un cierto tipo de inmunoglobulina en total o midiendo la
cantidad de anticuerpos contra un antigeno especifico®.

b) Funcional — para este fin se utilizan, entre otros, dos tipos de ensayos,
la respuesta proliferativa de linfocitos y la actividad citotéxica de las
células NK contra células alteradas o dafiadas. En el primer caso los
linfocitos se estimulan incubandolos con sustancias mitogénicas
inespecificas que estimulan la proliferacién tanto de linfocitos T como
B, como la fitohemaglutinina. En el segundo caso la actividad
citotoxica de las células NK se estima incubandolas con células
neoplasicas, determinando la relacion entre células NK y las células
neoplésicas eliminadas al final del ensayo®.

Las inmunoglobulinas son proteinas solubles secretadas por células
plasmaticas; esta caracteristica facilita su estudio en gran medida. Las
inmunoglobulinas estan compuestas por cuatro cadenas de polipéptidos, dos

cadenas pesadas y dos cadenas ligeras acomodadas en forma de “Y” unidas
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por puentes disulfuro con dos sitios idénticos de unidn al antigeno. La clase y
la funcidn efectora estan dadas por las cadenas pesadas®®’- 8%,

Se han identificado cinco tipos de inmunoglobulinas en humanos y
roedores: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE. Las que se encuentran en grandes
concentraciones en sangre son IgG e IgM. A pesar de que también se
encuentra en sangre, IgA es la inmunoglobulina predominante en las
secreciones corporales (saliva, leche, fluido intestinal, lagrimas)®”: 8% 8) | as
concentraciones de IgE en sangre son normalmente bajas en relacion con
IgG, pero se elevan ante procesos alérgicos y parasitarios®® 8®; esta
inmunoglobulina es muy sensible al calor moderado, igual que la IgD, la cual
ademas es muy susceptible a la protedlisis® 8. Las inmunoglobulinas que
son cuantificables en heces son IgA, IgM e IgG sin reactividad cruzada, sin
embargo tanto IgM como IgG son mas facilmente degradadas que IgA® %
88).

El intestino es la superficie mucosa mas grande, ademas de estar
expuesta a la carga mas fuerte de antigenos en el organismo. Cada dia las
células plasmaticas del intestino producen mas anticuerpos que aquellas

s©% 8. en humanos se ha

presentes en el resto de los 6rganos linfoide
calculado una produccion de 3 — 5 g/ml de IgA secretora (IgAs) por dia en el
fluido intestinal®® 2, o bien de 166 mg/kg/dia, con una vida media de 3 a 6
dias ©3),

La presencia de inmunoglobulinas en heces es una combinacién de
secreciones del tracto gastrointestinal y el higado (bilis) por lo cual es posible
que representen una buen indicador de los niveles de inmunoglobulinas en
esta mucosa®®. Por otro lado, IgG e IgM son muy inestables en relacién a la
IgA, esto dificulta su estudio y aplicaciones clinicas®” 8.

La IgA es producida principalmente por las células plasmaticas

localizadas en la lamina propia (tejido linfoide asociado a mucosas); una
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pequefa parte se difunde hacia el torrente sanguineo, mientras que la mayor
parte pasa a través de las células epiteliales hacia las secreciones externas
como dimero (unido por una cadena J), aunada a un componente secretor
que la protege de la accidn de las proteasas que se encuentran en el lumen

intestinal(g' 13, 37, 41, 8, 88).

El componente secretor es el receptor de
inmunoglobulinas poliméricas en las células epiteliales, pertenece a la familia
de las inmunoglobulinas; al momento de ser liberada, la IgA no se desprende
de su receptor por lo que quedan unidas ambas proteinas® * &) A
diferencia de la IgA y la cadena J que se sintetizan en los linfocitos, el
componente secretor se produce en las células epiteliales; otra de sus
funciones es estabilizar la estructura de la IgA y aumentar su resistencia a la
protedlisis* 83,

La IgA no activa el complemento de manera directa y su efecto
opsonizante es muy reducido debido a la interferencia causada por el
componente secretor, tiene la capacidad de aglutinar particulas y neutralizar
virus; su principal modo de accion es impedir la adherencia de los antigenos
a las superficies mucosas; otra cualidad de la IgA es que es la Unica
inmunoglobulina capaz de actuar de manera intracelular uniéndose a
proteinas virales recién sintetizadas interrumpiendo la replicacion viral,
después los complejos inmunes son eliminados por células fagociticas,
absorbidos por el sistema vascular o se transportan a través del epitelio, de la
misma manera en que se excreta la IgAG” 40 6883, 88) Debido a que es una
molécula hidrofilica, cargada negativamente, hace que los elementos a los
que se une sean rechazados por la mucosa®®. Su mecanismo de accién por
exclusion inmune es principalmente no inflamatorio con el fin de preservar la
integridad de la mucosa © 83,

Otra de las funciones de la IgA es la excrecion de antigenos

transportandolos directamente a través de las células epiteliales, usando el
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mismo mecanismo que transporta a las globulinas libres hacia la luz
intestinal, evitando con esto enfermedades causadas por la acumulacién de
complejos inmunes®®.

Aunque la IgA tiene funciones comunes en las diferentes especies,
existen variaciones en el niumero de genes, alotipos y formas moleculares, sin
embargo, estas solo se han caracterizado en humanos y animales de
laboratorio®). Las relaciones filogenéticos no garantizan homologia en este
tipo de proteinas, por lo que se deben de hacer pruebas para determinar las
posibles reacciones cruzadas entre distintas especies ®%. La mayoria de los
estudios se han hecho han sido en roedores y humanos G # &) gjn
embargo se ha visto que el sistema inmune de perros y gatos tiene muchas
semejanzas con aquellos de humanos y cerdos (% 8,

El sistema inmune de los perros domésticos (Canis familiaris) ha sido
estudiado principalmente para ser usado como modelo de inmunodeficiencias
y casos de intoxicacion®®. En perros se han caracterizado 5 tipos de
inmunoglobulinas, IgA, IgM, IgGi, IgG,s € IgGy.. La IgA tiene un peso
molecular de 310,000 considerada como un dimero, aparentemente en esta
especie no se secreta al intestino junto con el componente secretor®®, Sélo
se ha descrito un gen Ca en perros, con cuatro formas de alelos que difieren
de la longitud de la regién de la bisagra; la distribucién de los alelos parece
ser dependiente de la raza, dado que las razas puras presentan una sola
forma de alelo®. En el perro, al igual que en humanos, cerdos y borregos, la
IgA que se secreta en la bilis es producida localmente en su mayoria, y no es
proviene del suero®,

Por otro lado, una porcién de los linfocitos intraepitelilaes de los gatos
expresan IgM, pero aun no se aclara si esto representa alguna diferencia
significativa en comparacion con otras especies®), En este mismo sentido se

reporta que en el sistema inmune felino, mientras que en el intestino delgado
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la principal inmunoglobulina es IgA, en colon se observa una mayor cantidad
de células productoras de IgG que de IgA o IgM®), Se ha reportado que
gatos con gingivitis tienen altas concentraciones de IgG e IgM en saliva, pero
concentraciones de IgA mas bajas que la saliva de gatos sanos; casos
similares se han reportado en humanos, los cuales se han explicado como
resultado de una disminucidn den la produccion de IgA junto con una baja en
el flujo de saliva®.

Existe una comunicacién inmunoldgica entre las mucosas lo que las
convierte en un sistema inmunosecretor independiente, por lo que las
especificidades de inmunoglobulinas en una mucosa pueden ser consideradas

57 4. en este contexto German

como representativas de otras secrecione
(1998) encontr6 cierto grado de correlacion entre la secrecion de
inmunoglobulinas en saliva y lagrima. Sin embargo la tasa de secrecion de
una globulina especifica si presenta variaciones, en estudios recientes no se
ha encontrado correlacién entre las concentraciones de IgA en saliva, suero y
duodeno, por lo que se sugiere que su secrecidon, en este aspecto, es
independiente siendo mayor la secrecion en la region expuesta al antigeno
que en otras zonas ‘% %),

En el suero humano, las concentraciones de IgA son una quinta parte
de las de IgG. A diferencia de la IgA secretora, en sangre esta globulina es

@) Las

monomeérica, producida principalmente en médula Osea
concentraciones de IgA en plasma no son indicativas del estado de salud de
un individuo o de la produccion local en mucosas, de hecho se pueden
encontrar niveles bajos de IgA en plasma de perros clinicamente sanos y sin
una disminucién significativa en los niveles de IgA en mucosas, incluso se ha
llegado a la conclusion de que, en el caso particular de la parvovirosis canina,
la inmunidad local en el intestino es mas importante que la sistémica®® 27 4

85). La medicién de IgA en saliva se puede utilizar como forma de evaluacién
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del sistema inmune, ya que no sodlo se evalla la funcidon de los linfocitos B,
sino que indirectamente también se evallan a los linfocitos T, pues estos
ultimos son necesarios para la activacion y cambios de clase en los linfocitos
B ‘% 33 Las heces contienen altas concentraciones de IgA, sin embargo,
dadas las condiciones ambientales en la luz intestinal, son mas inestables que
en otras mucosas, con esto se podria explicar la variacion encontrada entre
diferentes muestras, asi como las variaciones dentro de muestras de ratas
(31).

La densidad en la produccion de IgA es reducida en animales

mantenidos en ambientes libres de patdgenos; estos animales, al ser
expuestos a algun antigeno bacteriano responden con una rapida infiltracién
de células plasmaticas en el intestino ©?. En este sentido se ha visto que en
felinos la cantidad de agregados linfoides puede ser un reflejo de la carga
bacteriana, siendo mayores en areas donde las heces permanecen por mas
tiempo; sin embargo, no se encuentra la misma distribucion de perros y
cerdos ®,
Peters et al. (2004), encontraron una correlacion significativa entre las
concentraciones de IgA en heces y las encontradas en los sobrenadantes de
cultivos duodenales, por lo que las mediciones fecales son un buen indicador
de los niveles de IgA en el interior del intestino.

Las concentraciones de IgA pueden dar informacion acerca del estado

inmunolégico del individuo®® )

, pero debido a la existencia de diferencias
intraindividuales en la secrecion de IgA salival y fecal, se recomienda tomar
muestras repetidas del mismo individuo con la finalidad que poder determinar
con mayor exactitud el estado inmunoldgico®. En un estudio en el cual se
tratd de determinar la utilidad de la medicién de inmunoglobulinas en heces

de perros se llegd a la conclusion de que esta utilidad es muy limitada, sin
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embargo, en este caso s6lo se tomé una muestra por cada individuo®?, lo
cual puede llevar a conclusiones erréneas.

Se ha reportado que los niveles de IgA son mayores en las lagrimas y
plasma de perros viejos, pero aun no se han hecho estudios para probar si
hay un decremento en la especificidad de estas inmunoglobulinas como
ocurre en humanos® 2 ), En gatos se reporta una reduccién en los valores
absolutos de linfocitos T, B y células NK en gatos viejos, mientras que las
concentraciones séricas de IgA e IgM se incrementaron!Y. En un estudio
realizado en saliva de humanos se encontrd que tanto las concentraciones de
IgA como el flujo de saliva eran significativamente menores en personas
ancianas que en jovenes. En este mismo estudio se reporta que las
concentraciones de IgA en saliva son independientes de la concentracién
total de proteinas, pero si guardan relacién con el flujo de saliva®®. Adn no
se ha podido establecer si es que existen diferencias entre machos y
hembras®”,

Peters (2004) reporta que las concentraciones de inmunoglobulinas en
heces de perro no se afectan si se almacenan congeladas a -20° C; en este
mismo articulo notifica la existencia de diferencias significativas entre las
concentraciones de IgA en heces de perros de diferentes razas.

Las inmunodeficiencias primarias o congénitas son defectos genéticos
que afectan uno o mas componentes del sistema inmune®, Deficiencias
especificas en IgA pueden estar asociadas a infecciones o enfermedades
inmunomediadas. Las inmunodeficiencias severas no permiten que los
pacientes lleguen a edades adultas, ya que ademas de la predisposicion a
infecciones, también se asocian con autoinmunidad, alergias y crecimiento
celular incontrolado®! /8, En los animales domésticos como el perro, en
que la seleccion ha resultado en decrementos en la diversidad genética, este

tipo de enfermedades congénitas se presentan con mayor frecuencia®”.
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Estas caracteristicas hacen que en animales salvajes sea dificil encontrar
pacientes con inmunodeficiencias severas, la seleccion natural evita la
supervivencia de estos individuos, sin embargo, los animales en cautiverio
y/o en peligro de extincibn sufren de importantes descensos en su
variabilidad genética.

Algunas inmunodeficiencias si son compatibles con la vida, permitiendo
a los individuos llegar a edades adultas con una buena calidad de vida,
especialmente aquellas que afectan exclusivamente la inmunidad humoral®®
41, 67, 86).

En humanos la deficiencia selectiva de IgA (DSIgA) es una de las
inmunodeficiencias mas comunes afectando aproximadamente a 1/600 a
1/700 personas; puede estar asociada con enfermedades autoinmunes,
infecciones recurrentes y atopia, sin embargo no todos los casos son
sintomaticos, muchos de los pacientes humanos son asintomaticos, pero
otros sufren de infecciones respiratorias y digestivas recurrentes(8: 30 41 86),
En estos pacientes la inmunidad celular funciona de manera normal, mientras
que la produccion de IgA se encuentra notoriamente disminuida o totalmente
ausente® 3088 Se ha demostrado la existencia de un factor hereditario en
20 % de los casos, aparentemente con un patrén de transmision dominante
autosomal, sin embargo alin no se ha caracterizado completamente®- 30 &),
Algunos estudios sugieren que los hombres heredan la enfermedad a sus
hijos con una menor frecuencia que las mujeres®?; sin embargo, el hecho de
haber encontrado a gemelos homocigoticos, de los cuales solo uno
presentaba la enfermedad, sugiere un posible origen externo, ya sea
ambiental, infeccioso o de otro tipo®®?. Esta inmunodeficiencia se origina en
un blogueo en la diferenciacion de linfocitos B a células plasmaticas

productoras de IgA, pero la caracterizacién molecular se desconoce®®.
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Especificamente, la DSIgA se asocia con infecciones por Giardia
lamblia, Toxoplasma gondii y Cryptosporidium parvum, en el caso de G.
lamblia 1a IgA se une a los trofozoitos afectando su movilidad y capacidad de
adhesion. Aunque la inmunidad celular juega un papel central contra 7.
gondii y C. parvum, se ha visto que la inmunidad humoral ayuda a disminuir
los niveles de infeccién. Aproximadamente 20% de los pacientes con DSIgA
también presentan deficiencias en la produccién de IgG, lo que los hace
especialmente propensos a infecciones por microorganismos pidgenos. Las
discrepancias entre la presencia de infecciones puede deberse al hecho de
que en algunos casos la ausencia de IgA no es total®®,

Rivas (1995) informa de un sindrome de inmunodeficiencia en una
familia de perros Shar-pei, en los que se encontraron bajos nieles de
inmunoglobulinas M y A en suero, ademas de una baja respuesta proliferativa
de células mononucleares /n vitro. Perros con deficiencias en la produccién de
IgA son susceptibles a enfermedad inflamatoria del intestino o algin
sobrecrecimiento bacteriano, parasitario o micético(® 21 25, 30 41, 86),

También se ha reportado esta enfermedad en pollos, pero no se tiene
aun un modelo animal en roedores que asemeje a la enfermedad en
humanos. En cualquiera de los casos no se han esclarecido las bases
moleculares de esta inmunodeficiencia®®. Es posible que la DSIgA evolucione
hacia una inmunodeficiencia variable comun, en la cual no sélo se encuentran
disminuidos los niveles de IgA, también se afectan los niveles de IgG,
probablemente por malfuncionamiento de los procesos de cambios de clase

en los linfocitos BGY,
2.5 Relacion entre cortisol e I1gA

A pesar de que los efectos inmunodepresores del cortisol son

conocidos desde hace muchos afios aun no se conoce con exactitud su
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mecanismo de accién{l # > 14 15, 12,34, 74,77, 80) ' Ga h3 |legado al consenso de
que el estrés agudo (niveles basales que estimulan RM) tiene efectos
positivos en el sistema inmune, mientras que el estrés crénico (niveles altos
que estimulan RG) tiene efectos depresores sobre este sistema!® 74 89,

Algunos autores han postulado que este efecto inmunodepresor sirve
para controlar al sistema inmune evitando reacciones exacerbadas que
pudieran llegar a ser patolégicas & ¥, En los Ultimos afios se han hecho
investigaciones en las cuales se ha encontrado que existe una comunicacion
bidireccional entre los sistemas neuroendocrino e inmunoldgico®™ > 74, En
estos se propone que las citocinas (especificamente IFNy, FNTa y las
interleucinas (IL) - 1 y 6) son capaces de inducir la produccion y secrecion de
GCs como forma de autorregulacién a través de la estimulacion del nudcleo
paraventricular del hipotdlamo, ademas la IL — 1 también puede estimular
directamente la liberacién de ACTH en la hipdfisis 1> 79,

Entre los efectos positivos de los GCs sobre el sistema inmune se
reporta que aumentan la resistencia a las infecciones estimulando la sintesis
de inmunoglobulinas y la proliferacién de linfocitos T a través de los RMY¥,
Se ha sugerido que los GCs moderan selectivamente la respuesta inmune
inhibiendo la seleccion de componentes superfluos o con tendencia
autoinmune, ya que tienen preferencia por los linfocitos que son menos
activos o producen anticuerpos con baja afinidad por los antigenos. Se ha
visto que los niveles de GCs se elevan junto con la respuesta antiantigénica,
al igual que la ACTH y la IL — 6%,

Se cree que el efecto inmunodepresor y antiinflamatorio es el
resultado de la habilidad del RG de reprimir al factor inhibidor del activador
del plasmindgeno tipo I (IAP-1) y al factor de transcripcion nuclear NFk-B,

principalmente .
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El efecto negativo mas general de los GCs es la inhibicién de la
sintesis, liberacion y/o eficacia de las citocinas, tales como IL — 1, 2, 3, 4, 5,
6, 8, 12, el factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos
(GMCSF por sus siglas en inglés), IFNy, FNTa, asi como algunos mediadores
y enzimas como la histamina, bradicininas, eicosanoides, Oxido nitrico y
colagenasas, ya sea por la inhibicion de AP-1 6 NFk-B. La inhibicién de IL — 1
ocurre al suprimir la transcripcion y secrecidn, asi como por desestabilizacion
del ARNm. El efecto especifico sobre IL — 2 y el FNTa, ocurre al inhibir el
factor de trascripcion NFk-B a través de Ik-B, su molécula inhibidora, lo que
reduce su produccidén en monocitos y linfocitos!% 24 74 77),

Los GCs reducen la sintesis de eicosanoides al inhibir a la ciclo-
oxigenasa 2 (COX — 2) y a la fosfolipasa A2 y provocando la estabilizacion de
membranas lisosomales lo que disminuye la liberacién de acido araquiddnico
de fosfolipidos tisulares, con lo cual se reduce la formacion de leucotrienos,
tromboxanos y prostaglandinas; también impiden la presentacion de
antigenos al disminuir la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad

clase II (CMH II), reduciendo la activacién y proliferacion de linfocitos(? 2

74).

Por otro lado, el efecto de los GCs sobre la actividad del factor de
transformacion del crecimiento-p (TGF-B), una citosina antiproliferativa, no
son muy claros, pues mientras algunos autores reportan un aumentos en sus
efectos al inhibir la activacién de linfocitos T y macréfagos”®, otros informan
una inhibicién en otros de sus efectos, como son la expresion de proteinas de
la matriz extracelular, incluyendo fibronectina, colageno, inhibidores tisulares
de metaloproteinasas y de IAP-1, de manera que los GCs y TGF-p en este
caso son vistos como reguladores opuestos de los procesos de fibrosis y

reparacion de heridas*.
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En la circulacion, los glucocorticoides disminuyen los niveles de
linfocitos, principalmente T CD4, células NK, eosindfilos, basofilos vy
macréfagos, pero aumentan los niveles de neutrofilos. Estos efectos se deben
a una alteracion en moléculas de adhesidn celular, suprimiendo la quimiotaxis
de linfocitos, monocitos y granulocitos, ademas del secuestro esplénico y
pulmonar(i% 24 79,

A pesar de la importancia de la induccidén de apoptosis en células del
sistema inmune, poco se sabe sobre ello, pero numerosos estudios han
reportado la apoptosis linfocitaria como efecto de los GCs(1% 14 17, 3% 46,77, 80)
Otros tipos de células y tejidos no linfoides también sufren apoptosis por
efecto de los GC, como son hueso, hipocampo, eosindfilos, fibroblastos y
algunas células neoplasicas; en contraste, promueven la supervivencia de
eritroblastos, neutrdfilos, glandula mamaria y ovario e higado™?.

Una explicacion mas detallada el proceso de apoptosis se encuentra en
el Anexo II.

Se cree que los linfocitos T son mas susceptibles que los B a los
efectos de los GCs; sin embargo ante un estimulo estresante se incrementa el
numero de linfocitos T circulantes, lo que sugiere un efecto en la migracion
que puede confundirse con un decremento celular (80),

Otros estudios han analizado los efectos /n vitro de GCs en linfocitos B
de médula ésea de humanos, después de ser incubadas con GCs, las células
mostraron signos de apoptosis. En este estudio se encontrd una mayor
susceptibilidad en células inmaduras, especialmente aquellas con marcadores
de superficie CD19* CD10* (precursores de linfocitos B); los linfocitos
maduros mostraron menor susceptibilidad. Al mismo tiempo se observd
apoptosis en 60 al 80 % de linfocitos B inmaduros en un periodo de 12 a 16
h tanto en ratones como en humanos “*®. Un dato interesante es que la

susceptibilidad de linfocitos B presenta variaciones entre los individuos, desde
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los altamente sensibles hasta los resistentes, quienes solo tuvieron
decrementos del 20%; estas diferencias se atribuyeron a las diferentes
proporciones de linfocitos inmaduros 4,

Igarashi (2005) observd los efectos de GCs en la médula dsea de
ratones y humanos, concluyendo que los progenitores linfoides mas
primitivos son mas afectados que las células con un grado mayor de
diferenciacion.

La resistencia de linfocitos B maduros a los efectos apoptoticos de los
GCs se explica por la mayor expresién del gen Bcl-2, la cual es casi

%), Failla (2003) menciona

indetectable en las células precursoras®”
numerosos estudios que han demostrado la susceptibilidad de los linfocitos T
a los GCs en roedores y primates, mientras que este efecto no se encuentra
tan claro en el caso de los linfocitos B. En este escrito también se hace
referencia @ un experimento en el cual se expusieron cultivos celulares a
dexametasona, los resultados fueron muy variables: las células CD 19
tuvieron decrementos de 20 a 50%, las variaciones se atribuyeron a las
diferencias de edad y género. Al final se llega a la conclusion de que las
formas inmaduras son mas susceptibles que los linfocitos B maduros.

Vissoci (2004) menciona que los GCs, norepinefrina, epinefrina e
histamina inhiben la produccidon de IL — 12 en las células presentadoras de
antigenos (monocitos, macréfagos, dendriticas, etc.) mientras que la
produccién de IL — 10 no se ve afectada. La IL — 12 es una pieza clave para
la induccion de la inmunidad celular (Th1), mientras que la IL — 10 juega un
papel importante en la inmunidad humoral (Th2). En este mismo articulo se
habla de varios estudios sobre estrés e inmunidad con resultados
contradictorios, algunos sugieren que el estrés afecta principalmente la

actividad Th1, mientras que otros afirman que se afectan por igual tanto a
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Th1l como Th2; asi mismo el efecto sobre la actividad de las células NK tiene
resultados variables.

Se reportan algunos efectos inmunodepresores que se presentan
incluso en animales adrenalectomizados; en tales casos se sugiere una

participacion mas importante del sistema nervioso®®

. Las catecolaminas vy
neuropéptidos de nervios periféricos tienen como blanco a diferentes tejidos:
1) estroma linfoide (epitelio y fibroblastos), 2) tejido vascular (incluyendo al
musculo liso de arteriolas y vasos linfaticos y células endoteliales) y 3) células
efectoras (monocitos y linfocitos). Este patron indica que el control neural se
involucra en distintas fases de la activacion inmunoldgica que van desde la
induccién, activacién, funciones efectoras y la inactivacion del proceso de
reparacién de heridas*>. Estudios hechos en la mucosa entérica han
encontrado que las repuestas ante la toxina del cdlera y la enterotoxina A de
Clostridium difficile involucran ciertos neurotransmisores, como la serotonina
o prostaglandinas, relacionadas con la secrecidon de agua y NaCl; al mismo
tiempo se ha visto que al bloquear las vias nerviosas estas respuestas
inflamatorias se ven abolidas o disminuidas. Se concluye que la inervacién de
la mucosa intestinal contribuye con la amplificacion de las sefales de
reconocimiento bacteriano, a la supresion de la inflamacién relacionada con
células cebadas y a la divergencia en las respuestas inmunes a diferentes
patdgenos®,

Estudios en humanos han relacionado la depresién con aumento de los
neutrofilos circulantes y con una disminucién de las células NK y de los
linfocitos T y B®. Existen escasas publicaciones sobre la actividad inmune en
perros estresados; un estudio hecho en perros Beagle transportados en
automdvil encontré que la cuenta total de leucocitos se habia elevado
significativamente 3 h después de su arribo, esta leucocitosis se caracteriz6

por neutrofilia y linfopenia®.
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Estudios retrospectivos hechos en humanos reportan que el estrés se
relaciona negativamente con la capacidad proliferativa de los linfocitos (-0.2)
y con la actividad de las células NK (-0.24). Otra relacion negativa se
encontrd entre estrés y la cantidad de células B (-0.24) y T (-0.26) en
circulacién®. En este mismo estudio se analizé si la duracién del estrés tiene
influencia sobre estos parametros, encontrandose que la cantidad de células
T citotdxicas se incrementa durante estrés agudo (+3.2), pero decrece con
estrés cronico (-0.66)®. Por otro lado el estrés se relaciond negativamente
con los niveles de IgA en saliva (-0.22), sin embargo esta relacion no se
encontrd con los niveles de IgA en sangre, mientras que los niveles séricos
de IgM si sufrieron un decremento (-0.13)®. Bennett y Cohen (1993), llegan
a la conclusion de que no existe un proceso de habituacion al estrés, ya que
entre mas tiempo esté un individuo expuesto a un agente estresante, es mas
probable que existan cambios en los valores basales del sistema inmune.

En otro estudio hecho en humanos se reporté que las concentraciones
de IgA en saliva disminuyeron durante situaciones estresantes como son
estudiantes en examenes, estrés fisico intenso y mujeres después de parir
(31).

En este mismo sentido Royo (2004) estudid el efecto de la
cateterizacion en ratas, reportando una correlacion negativa entre
corticosterona e IgA fecales antes de la cirugia (r=-0.53), pero esta relacién
no se encontrd después de la cirugia, por lo que concluye que la
corticosterona es un mejor indicador del estrés agudo que las
inmunoglobulinas A, mientras que ambos son buenos indicadores de estrés
crénico. En este mismo estudio se reporta una gran variabilidad entre
individuos, obteniendo valores hasta diez veces mayores de una rata a otra.

Por otro lado Eriksson (2004) reporta en un estudio en que se evalud

el efecto del confinamiento en ratas, que las concentraciones medias diarias
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de corticosterona secretadas no se afectaron, mientras que la excrecién fecal
de IgA fue significativamente menor los 3 dias siguientes al periodo de

confinamiento.

2.6 Prueba de inmunoensayo enzimatico

El ensayo inmunoenzimatico (EIA) se realiza en fase sdlida utilizando
microplacas de plastico. El EIA puede ser realizado de dos maneras,
competitiva y no competitiva(*®). En el ensayo no competitivo, también
conocido como “sandwich”, la placa se recubre con un anticuerpo se agrega
la muestra que contiene el antigeno y después se agrega el anticuerpo
marcado, el cual se detecta al adicionar el sustrato. La cantidad de sustrato
utilizado es directamente proporcional a la cantidad de los estandares o
muestras, por lo cual permite hacer una estimacién cuantitativa del sustrato
presente en la muestra®® 3%, Los ensayos competitivos son menos precisos
ya que ya que mas de un componente se presenta en una concentracion
limitante. En el ensayo competitivo con antigeno marcado con una enzima se
fija el anticuerpo a la fase sdlida, mientras que cuando en anticuerpo es el
que se marca con la enzima, el antigeno es el que se fija en la placa; la
muestra tiene que competir con la contraparte marcada, en ambos casos la
cantidad de substrato usado es inversamente proporcional a la cantidad
presente en los estandares o muestras. En este caso la cantidad del antigeno
sdlo se estima de forma cualitativa, ya que es una medicion indirecta‘®® 3®),

Cuando se recubren las placas con un anticuerpo, la concentracion del
mismo es muy importante ya que a altas concentraciones las proteinas
tienden a unirse unas a otras; en la practica se usan concentraciones de 1 a
10 pg/ml. Para reducir las uniones no especificas de las muestras a la placa
algunos autores recomiendan anadir un paso de bloqueo; para esto se usan

pequefias moléculas como la caseina®®.
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Los productos de las reacciones enzimaticas se estiman con un
espectrofotdometro en el que la absorbancia es inversa o directamente
proporcional a la concentracion del antigeno. Para crear la curva de
calibracién las lecturas de absorbancia se transforman en unidades

logaritmicas. Con esta curva es posible determinar la validez de los datos®®.
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3. JUSTIFICACION

Las mediciones de cortisol han sido un gran avance para evaluar el
estrés, ya sea de un individuo o de una poblacién. La concentracion de
cortisol fecal provee informacion acerca de la secrecién y produccion de la
hormona, pero no acerca de sus efectos en el organismo®®. Es conocido que
altas dosis de GCs reducen los niveles de IgG e IgM en sangre, mientras
tratamientos con dosis bajas incrementan estos niveles® 8. Otros estudios
han encontrado niveles disminuidos de IgA en saliva ante situaciones
estresantes en diversas especies® 3 %9,

Se han relacionado los niveles de cortisol con parametros
conductuales®® % % pero poco se han asociado a parametros fisiolégicos
que podrian dar informacibn méas objetiva acerca del estado fisiologico del
individuo® "®. La medicién de inmunoglobulinas en heces podra proveer de
informacion acerca de los efectos de la produccién de cortisol sobre el
sistema inmune de una forma objetiva y no invasiva. Es importante remarcar
que este tipo de estudios, hasta la fecha, no se han realizado en fauna
silvestre.

Al llevar a cabo este tipo de mediciones en animales en cautiverio sera
posible establecer valores de referencia que puedan ser empleados en
trabajos subsecuentes, ya sean en cautiverio o con animales en vida libre
para poder evaluar el efecto del estrés sobre el sistema inmune de manera

no invasiva.
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4. OBJETIVOS

1)

2)

3)

4)

5)

4.1 Objetivos generales

Validar la prueba de ensayo inmunoenzimatico para la medicion de IgA
fecal en Canis lupus baileyiy Panthera onca en cautiverio.

Establecer valores de referencia para la medicion de IgA fecal en Canis
lupus baileyiy Panthera onca en cautiverio.

Evaluar la influencia del estrés sobre la concentracion de IgA fecal en
Canis lupus baileyiy Panthera onca en cautiverio.

Evaluar los factores que pudieran afectar la concentraciones de IgA en

muestras fecales de Canis lupus baileyi y Panthera onca en cautiverio.

4.2 Objetivos particulares

Validar la prueba de ensayo inmunoenzimatico para la medicion de IgA
fecal en Canis lupus baileyi utilizando kits comerciales para perro
domeéstico (Canis familiares)

Validar la prueba de ensayo inmunoenzimatico para la medicion de IgA
fecal en Panthera onca utilizando kits comerciales para gato doméstico
(Felis catus)

Evaluar la relacion cortisol:1gA fecal en Canis lupus baileyi y Panthera
onca

Evaluar la diferencia entre la relacion cortisol:1gA fecal en Canis lupus
baileyi y Panthera onca

Evaluar el efecto del tiempo en los cambios en las concentraciones de

IgA fecal en heces de Caris lupus baileyi y Panthera onca
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6) Evaluar el efecto del estrés causado por el nUmero de visitantes en las

concentraciones de IgA fecal en Canis lupus baileyi y Panthera onca

4.3 Hipotesis

B Es posible medir los valores de IgA fecal en Canis lupus baileyi 'y
Panthera onca usando equipos para cuantificar IgA de perros y gatos
domeésticos

B Existe una relacion negativa entre los niveles de cortisol e IgA fecales
en Canis lupus baileyi y Panthera onca en cautiverio

B Existen diferencias entre especies en la relacion cortisol:1gA fecal entre
Canis lupus baileyi y Panthera onca en cautiverio

B El tiempo desde la defecacion al procesamiento de la muestra produce
decrementos en la concentracion de IgA fecales en Canis lupus baileyi
y Panthera onca

B La afluencia de visitantes influye en los niveles de IgA fecal en Canis
lupus baileyi 'y Panthera onca en cautiverio al aumentar la secrecion

de glucocorticoides
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Individuos y su localizacion

Los animales se encontraban albergados en el Zoologico de
Chapultepec, el cual se localiza en la Delegacion Miguel Hidalgo de la Ciudad
de Meéxico. Su ubicacion geografica se encuentra a 19° 25” latitud norte y

99° 12’ longitud oeste, con una altitud de 2250 msnm. En esta region el clima

30



es templado subhumedo con lluvias en verano (CW1), la temperatura media
anual es de 15° C con una precipitacion pluvial anual de 801 mm ©®.

Se recolectaron muestras de tres hembras (0.3) de lobo mexicano y
cinco jaguares, cuatro machos y una hembra (4.1). Las lobas se encuentran
albergadas juntas en el bioma templado del zoologico; tienen completa
libertad de permanecer en el exhibidor o entrar a la casa de noche. Las lobas
son hijas de Tasha (No. registro 537) y Joy (517), dos de ellas nacieron el 17
de abril de 2002, Tewa (777) y Yuma (778) y la tercera naci6 el 23 de abril
de 2003, Kailuma (849). Tewa es la hembra dominante, mientas que Kailuma
es el individuo omega (Cuadro 1).

Los jaguares se albergan individualmente; la mayor parte del tiempo
se encuentran en las casas de noche y se turnan para salir a los exhibidores.
La hembra, llamada Tulum, fue comprada junto con Tikal en 2002; no se
tienen registro de sus edades. El macho llamado Pedro naci6 el 17 de agosto
de 1987 en el zooldgico, fue criado en el hospital. Yumka nacié en el
Zoolbégico de Aragon en abril de 1979; se trasladé a Chapultepec el 20 de
Julio de 1999. Se calcula que la fecha aproximada del nacimiento de Ikbal fue
en mayo de 1999, llegd por donacién de un particular (Cuadro 1).

Cabe hacer mencién que los lunes el zooldgico se encuentra cerrado al
publico en general, aunque existen grupos pequefios de visitantes

programados que visiten al mismo.
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Cuadro 1. Caracteristicas de los individuos de estudio

Individuo Especie No. registro/| Sexo Fecha de Observaciones
Microchip nacimiento o
adquisicion
Tewa Canis lupus | 777 Hembra | 17 Abril 02 Hembra alfa
baileyi
Yuma Canis lupus | 778 Hembra | 17 Abril 02
baileyi
Kailuma Canis lupus | 849 Hembra | 23 Abril 03 Hembra omega
baileyi
Ikbal Panthera 020581862 | Macho Mayo 99
onca (donacion)
Tikal Panthera 021070082 | Macho Adquirida 13 | Permanece casi
onca Octubre 00 | todos los dias
con aprox. 8 | en exhibicion
anos
Pedro Panthera 020632306 | Macho 17
onca Septiembre
87
Yumké Panthera 020780360 | Macho Abril 1979
onca
Tulum Panthera 021296258 | Hembra | Adquirido 13 | S6lo sale al
onca Octubre 00 | exhibidor los
con aprox. 10 | lunes

anos

5.2 Obtencion y manejo de muestras

El proceso de muestreo se llevo a cabo diariamente del 13 de Marzo al

19 de Mayo de 2006. La eleccion de las fechas comprende al muestreo

durante semana santa en que la afluencia de publico se incrementa
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notablemente. Se compararon valores basales (antes de semana santa)
contra un periodo de estrés (semana santa) y con el objeto de ver si estos
efectos son transitorios o prolongados también se compar6é el periodo
posterior (después de semana santa).

Las muestras se obtuvieron durante el proceso de limpieza de los
albergues, a las 8:00 en el caso de los jaguares y con las lobas se obtuvieron
dos veces al dia, a las 9:00 y 16:00 h. En el caso de las lobas en el cual se
requirio de la identificacién de las muestras, se utilizaron colorantes vegetales
suministrados junto con el alimento el dia anterior a la toma de muestras. |

Las muestras se homogenizaron manualmente y dividieron en 3 partes
iguales (dependiendo del tamafio de la muestra), de las cuales una se
almacend de inmediato, dejando las otras a la intemperie, una hasta el dia 2
y la dltima hasta el dia 3. Las heces fueron conservadas por medio de
congelacion a — 20° C en el caso de la determinacion de IgA y con etanol al

70% a temperatura ambiente para la determinacién de cortisol.

5.3 Determinacion de cortisol en heces

5.3.1 Extraccion de cortisol en heces

La extraccion total de esteroides con éter dietilico se realiz6 de
acuerdo a Salame-Méndez (2003). En esta técnica se mezclan 1 g de la parte
solida de las heces mas 1 g del etanol en que se conservan y se les agregan
2 ml de agua destilada, luego se centrifuga 10 minutos a 1,500 rpm. El
sobrenadante se separa y se guarda para su uso posterior, a las heces se les
agregan 3 ml de éter, se agita en vortex por 10 s y se pasa la parte etérea a
un tubo en bafio Maria a 50° C hasta la evaporacion total; este procedimiento
se repite una vez mas con las heces y otra vez con el sobrenadante

previamente obtenido.
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5.3.2 Validacion del sistema

Para verificar la estimacion de cortisol se construyeron dos curvas a
base de dos muestras, una de lobo y otra de jaguar. Las curvas de las
muestras se correlacionaron con la curva estandar del kit de cortisol para
evaluar el paralelismo. > 7

5.3.3 Cuantificacion del cortisol fecal

La determinacion de los niveles de cortisol en heces se realizd por
medio de la técnica de ensayo inmunoenzimatico (EIA por sus siglas en
inglés). Se utilizaron equipos de la empresa Diagnostic System Laboratories
Inc. DSL-10-2000 Active® para medicién de cortisol; siguiendo la metodologia
propuesta por el fabricante, aplicando 50 pl de cada estandar, control y
muestras en los pozos correspondientes y agregando 100 pl de la solucion
enzimatica conjugada en cada pozo. Se adicionan 100 ul del antisuero de
cortisol y se incuban a temperatura ambiente durante 45 minutos. Cada pozo
se lava y aspira y se agregan 100 pl de la solucion TMB cromogena, incubar
a temperatura ambiente por 10 a 15 min. Al final se adicionan 100 ul de la
solucion acida para detener la reaccion. Las lecturas se hicieron con un
fotocolorimetro ELX 800 de Biotek con longitud de onda de 450 nm vy

software Ridawin ver. 1.42 de Biopharm.

5.4 Determinacion de IgA en heces

5.4.1 Recuperacion de IgA en heces

El procesamiento de las muestras para la extracciéon de proteinas se
efectud de acuerdo a lo descrito por Peters (2004). En esta técnica 1 g de
heces se diluye en 10 ml de PBS (fosfato 0.01 M, pH 7.4, 0.5% Tween) y se
agita en Vortex por 10 s. Centrifugar a 1,500 g por 20 minutos; a 2 ml del
sobrenadante se le agregan 20 ul de céctel de inhibidores de proteasas

(Sigma-Aldrich), se agita en Vortex y se centrifuga de nuevo a 10,000 g por
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10 minutos. El sobrenadante se almacend en tubos eppendorf estériles
congelados a - 20° C hasta su procesamiento.

5.4.2 Validacion del sistema

Se evalud el paralelismo de los estandares y las muestras al diluirlos
en el amortiguador utilizado para procesar las muestras de heces, ya que el
material esta disefiado para muestras de suero.®> ™

Para verificar la eficacia de los reactivos, se trabajaron muestras de
perro (Canis familiaris) y gato (Felis catus) aunadas al resto de las muestras
de lobo y jaguar.

5.4.3 Cuantificacion de IgA en heces

Para la determinacion de IgA en heces se utilizaron equipos de Bethyl

Laboratories Inc. E40-104® y E20-101®, para cuantificar IgA de perro y gato
por medio de un ensayo inmunométrico. Se siguié la metodologia propuesta
por el fabricante diluyendo 1 pl de anticuerpo capturado en 100 pl del
amortiguador de recubrimiento por cada pozo e incubar la placa por 60
minutos, aspirar la solucibn y lavar. Agregar 200 pl de la solucion
blogqueadora e incubar por 30 minutos, remover la solucién de blogueado y
lavar. Transferir 100 pl de las muestras y estdndares por duplicado a los
pozos asignados e incubar por 60 min. Remover las muestras y los
estandares y lavar las placas. Diluir el conjugado HRP vy transferir 100 pl a
cada pozo, incubar por 60 minutos. Remover el conjugado HRP de cada pozo,
poniendo 100 pul de la solucion de sustrato, incubar la placa por 30 minutos;
para detener la reaccion de TMB agregar 100 pl de H,SO4 2 M a cada pozo.
Las lecturas se hicieron con un fotocolorimetro ELX 800 de Biotek con una

longitud de onda de 450 nm y software Ridawin ver. 1.42 de Biopharm.
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5.5 Analisis estadistico

En virtud del tipo de datos y el nUmero de observaciones relativamente
reducido, se realizé la prueba de bondad de ajuste para normalidad de
Kolmogorov-Smirnov®® a los valores de cortisol e 1gA, cuyo resultado indicé
que no presentan una distribucion normal (P<0.01). Por esa razén, se llevé a
cabo un andlisis no paramétrico (Kruskall-Wallis)®, asi como una
transformacion logaritmica de los datos. En ambos casos, teniendo claro que
el principio de independencia entre las muestras no se cumple. Una vez
transformados los datos, se analizaron con un diseiio lineal mixto de
mediciones repetidas que considera esta falta de independencia®”; ademas
se estimo la correlacion lineal de Pearson® entre los datos transformados de
cortisol y de IgA.

Los periodos comparados fueron: 1) antes de semana santa, 2) durante
semana santa y 3) después de semana santa. Las comparaciones no
paramétricas entre periodos se realizaron mediante la prueba de Kruskal-
Wallis para analisis de varianza por rangos, seguidos de un andlisis de
comparaciones multiples no paramétrico. En el caso de los jaguares, dado
que se tenia la totalidad de las muestras identificadas, fue posible emplear un
modelo mixto de mediciones repetidas “” para analizar el efecto del cortisol
sobre los niveles de IgA fecales a través del tiempo. En dicho modelo se
consideré el efecto del tiempo como un efecto fijo, y el efecto del animal y el
del residuo como efectos aleatorios. El andlisis estadistico se realizo
empleando el paquete estadistico SAS (Version 9.1., 2004. SAS Institute Inc.,
Cary NC. USA).
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6. RESULTADOS

Lobo Mexicano

El promedio de cortisol en heces de obtenido para todas las muestras
(156 muestras) de las lobas durante el periodo de estudio fue de 11,061 +
9,003 pg/g de heces. Con respecto a los valores de IgA el promedio general
para las lobas fue de 7,746 + 9,042 pg/g de heces.

Los ensayos de IgA para lobos tuvieron un coeficiente de variacion intra
e interensayo de 0.16 y 0.15 respectivamente. Los ensayos de cortisol
tuvieron un coeficiente de variacion interensayo de 0.20; debido a que éstos
no se hicieron por duplicado debido a la poca cantidad de equipos, la
variacion intraensayo no pudo ser calculada.

La validacion de los kits de cortisol obtuvo una correlacion de 0.98 para
lobos al relacionar las densidades Opticas obtenidas para las diluciones

seriadas de las curvas de los estandares y las muestras (Figura 1).

Figura 1. Curva de validacion de los equipos comerciales de cortisol
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Mientras que la validacion de las curvas de IgA obtuvo correlacion de

0.98 para lobos (Figura 2).

Figura 2. Curva de validacion de los equipos comerciales
para IgA en heces de lobo mexicano
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Para establecer valores de referencia para IgA fecal se realiz6 un
muestreo de cuatro semanas, previo a semana santa. Para las lobas se
obtuvo un promedio de 9,878 + 9,988 ug/g heces (78 muestras).

Los nieles de cortisol agrupados en las tres hembras de lobo mexicano
se observan en la Figura 3. En los datos de la hembra dominante graficados
en la Figura 4 se observa un incremento en sus niveles de cortisol que se
podrian relacionar con los bajos niveles de IgA (Figura 5) presentados
durante las ultimas semanas del estudio. No se pudieron obtener suficientes
muestras identificadas individualmente de las otras lobas debido a que la
dominante era quien comia o enterraba los colorantes la mayor parte del

tiempo, o en ciertos dias no comian.
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Figura 3. Niveles de cortisol fecal en tres hembras de lobo mexicano
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Figura 4. Niveles de cortisol fecal en la hembra dominante de lobo
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Figura 5. Niveles de IgA fecal en la hembra dominante de lobo
mexicano
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Estos efectos son un poco menos evidentes cuando se toman en conjunto los
datos de las tres hembras, pero aun asi se nota un decremento en los valores
de IgA durante el mes de mayo (Figura 6) pues en los periodos anteriores se
observan picos de 25,000 pg, mientras que después de semana santa el valor

méaximo es de 6,000 pg/g heces.

Figura 6. Niveles de IgA fecal en tres hembras de lobo mexicano

50000

@ 40000 I

§ 30000 -

E; 20000 - h l ‘

£ 10000 ~ 4 ,
. ﬁ g!‘&é’!.i‘l'&‘s

&&&@@@®&$§&&@@@$

Q)Q)Q)Q)"ob(o(ob bbfofobb
S o 2§ NSRBI
F S %&&&&&& S
P T (S ) \0\0
S A A I SN L NN

Fecha

40



Jaguar

El promedio de cortisol de obtenido para todas las muestras (50
muestras) fue de 36,413 + 98,392 pg/g de heces. Con respecto a los valores
de IgA el promedio general fue de 2,484 + 2,476 pg/g de heces en los
jaguares.

Los ensayos de IgA para los jaguares fueron de 0.18 y 0.20. Los
ensayos de cortisol tuvieron un coeficiente de variacion interensayo de 0.20;
debido a que éstos no se hicieron por duplicado debido a la poca cantidad de
equipos, la variacion intraensayo no pudo ser calculada como se mencioné
anteriormente.

La validacion de los kits de cortisol obtuvo una correlacion de 0.99 para
jaguares al relacionar las densidades Opticas obtenidas para las diluciones
seriadas de las curvas de los estandares y las muestras (Figura 1).

Mientras que la validacion de las curvas de IgA obtuvo correlacion de

0.99 para jaguares (Figura 7).

Figura 7. Curva de validacion de los equipos comerciales para
IgA fecal de jaguar
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Para establecer valores de referencia para IgA fecal en jaguar y lobo

mexicano se realiz6 un muestreo de cuatro semanas, previo a semana santa.
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Para las lobas se obtuvo un promedio de 9,878 + 9,988 pg/g heces (78
muestras) y 2,484 + 1,071 pug/g de heces (22 muestras) para los jaguares.

Los nieles de cortisol agrupados en las tres hembras de lobo mexicano
se observan en la Figura 4. En los datos de la hembra dominante graficados
en la Figura 5 se observa un incremento en sus niveles de cortisol que se
podrian relacionar con los bajos niveles de IgA (Figura 6) presentados
durante las ultimas semanas del estudio. No se pudieron obtener suficientes
muestras identificadas individualmente de las otras lobas debido a que la
dominante era quien comia o enterraba los colorantes la mayor parte del
tiempo, o en ciertos dias no comian.

En el caso de los jaguares, graficamente se observa un incremento en
los niveles de cortisol de la hembra Tulum en el periodo previo a la semana
santa (Figura 8), pero no se observan variaciones importantes en la gréafica
de los niveles de IgA (Figura 9). No se detectaron variaciones en los niveles

de cortisol en las gréaficas de otros jaguares (Figuras 10 y 11).

Figura 8. Niveles de cortisol fecal en jaguar hembra “Tulum”
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Figura 9. Niveles de IgA fecal en jaguar hembra “Tulum
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Figura 10. Niveles de cortisol en jaguar macho “lIkbal”
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Figura 11. Niveles de cortisol en jaguar macho Tikal
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6.1 Analisis no paramétrico

Lobo mexicano

A través de la prueba de Kruskal-Wallis se encontraron diferencias
significativas entre los diferentes periodos estudiados en las lobas tanto para
cortisol (P<0.025) e IgA (P<0.005), pero no cuando se hizo la divisiébn entre
dias de alta y baja afluencia de publico (P>0.50). Estas diferencias se
mantuvieron al analizar los datos de la hembra dominante por separado
encontrando diferencias en los diferentes periodos en los niveles de IgA
(P<0.01), asi como diferencia marginal en el caso de cortisol (P<0.09).

Respecto a los valores de IgA de las tres lobas, evaluados a través de
los promedios de los rangos, el periodo después de semana santa es
significativamente menor (56.4 — valor derivado de los calculos de los rangos
de los valores — ), mientras que los periodos antes y durante semana santa
no presentan diferencias entre si (101 y 94.9 respectivamente) (Cuadro A del
Anexo I11). No se encontraron diferencias entre dias de alta y baja afluencia
de publico (Cuadro B en el Anexo I11). En el caso de la hembra dominante se

presentd el mismo comportamiento, después de semana santa (8.8) fue
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menor que antes y durante (19 y 18.2 respectivamente) (Cuadro C del Anexo
).

En cuanto a los valores agrupados de cortisol en las lobas, el periodo
después de semana santa (84.6) fue significativamente mayor que durante
semana santa (71); antes (76) y después no tuvieron diferencias
significativas (Cuadro D del Anexo I11). No se encontraron diferencias entre
dias de alta y baja afluencia de publico (Cuadro E del Anexo Ill). En el caso
de la hembra dominante, el periodo de semana santa fue significativamente
menor (7.1) que antes y después (14.3 y 15.3 respectivamente) (Cuadro F
del Anexo III).

Al analizar la afluencia de publico al zooldgico de Chapultepec se
observa que el periodo de alta afluencia no se limita a la semana santa (9 al

23 de abril), sino que se extiende hasta el 30 de abril (Figura 12).

Figura 12. Numero de visitantes al Zooldgico de Chapultepec
durante el periodo de estudio
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Tomando en cuenta lo anterior se analizaron los niveles de cortisol en
la hembra dominante, pero dividiendo las etapas de acuerdo a la cantidad de
visitantes del 20 de marzo al 8 de abril, del 9 al 30 de abril (periodo de mayor

afluencia) y del 1 al 20 de mayo, obteniendo como resultado un aumento
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significativo en los niveles de cortisol durante el periodo de mayor afluencia
(17.1), mientras que el primer y tercer periodos no tuvieron diferencias
significativas (11.7 y 10.9 respectivamente) (Cuadro | del Anexo I11).

Sin embargo los resultados de cortisol varian cuando se aplica este
mismo criterio en los valores agrupados de las tres hembras, obteniendo que
el primer periodo es significativamente menor (67), mientas que el segundo y
tercer periodos no presentan diferencias entre si (71.7 y 71.8
respectivamente) (Cuadro J del Anexo I111).

No se encontraron diferencias en los valores de IgA al hacer la nueva

divisién de los periodos.

Jaguar

Los datos de cortisol en jaguares no mostraron diferencias
significativas entre los periodos del estudio. Respecto a los valores de IgA, se
encontraron diferencias para Tulum entre los periodos antes (6.6) y durante
semana santa (15.7), durante y después (12), asi como antes y después no
presentaron diferencias, (P<0.01) (Cuadro G del Anexo I11).

Para Tikal los valores de IgA durante de semana santa (4.3) fueron
significativamente menores que los obtenidos después de semana santa
(8.7), pero no difirieron de antes (6.5) (P<0.005) (Cuadro H del Anexo I111).

6.2 Analisis paramétrico de los datos normalizados

Lobo mexicano

Los datos se normalizaron mediante una conversion logaritmica y se
aplicé un analisis de varianza (ANDEVA) para comparar los tres periodos; se
toma la division corregida de los dias aumentando el periodo de alta afluencia

hasta el 30 de abril. En el Cuadro 2 se observan los promedios por periodo.
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Cuadro 2. Valores promedio de cortisol e IgA fecal en las tres
Lobas mexicanas durante los diferentes periodos

Variable Antes de Periodo de alta | Periodo después
semana santa afluencia de semana
santa

Cortisol* 11,351 + 6,320 11,062 + 7,944 12,763 + 7,851
IgA** 9,324 + 6723 7,471 + 6,508 3,581 + 2,805
Cortisol 9.16 + 0.66 9.10 + 0.68 9.22 +0.82
(Logaritmo)
IgA (Logaritmo) 8.87 + 0.78 8.54 +0.92 7.95 + 0.68

Valores expresados como media + desviacion estandar
* pg/g heces
** ug/g heces

No se encontraron diferencias significativas al comparar los niveles de
cortisol entre periodos (P>0.80). Para los niveles se IgA si se encontraron
diferencias significativas (P (0.0010); el periodo previo a semana santa no es
diferente al periodo de alta afluencia, pero ambos son estadisticamente
diferentes del periodo después de semana santa (Cuadro K del Anexo III).

Solo se pudo analizar individualmente a la hembra alfa, ya que no se
obtuvieron suficientes muestras identificadas de las otras dos sin encontrar
diferencias significativas tanto para los niveles de cortisol, como para los de
IgA.

Jaguar

Los valores promedio de cortisol e IgA en jaguares se encuentran en el
Cuadro 3.

Cuadro 3. Valores promedio de cortisol e IgA fecal en los
jaguares durante los diferentes periodos

Variable Antes de Periodo de alta Después de
semana santa afluencia semana santa
Cortisol* 20,328 + 17,881 | 24,995 + 18,840 | 22,443 + 7,430
IgA* 1,300 + 1,212 2,961 + 4,469 1,758 + 913
Cortisol(logaritmo) 9.66 + 0.73 9.95 + 0.56 9.97 + 0.33
IgA (logaritmo) 6.81 + 0.89 7.47 + 0.96 7.35+ 0.55

Valores expresados como media + desviacion estandar
*(pg/g heces)
**(ug/g heces)
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Al igual que en los lobos, no se encontraron diferencias significativas
para los nieles de cortisol (P>0.05), pero si se encontré una diferencia
marginal para los niveles de IgA (P = 0.0508), siendo el periodo previo a la
semana santa menor que los subsecuentes (Cuadro L del Anexo I11).

El andlisis individual solo pudo efectuarse en lkbal, Tikal y Tulum
debido a que no se obtuvieron suficientes de Pedro y Yumkéa (Cuadros 4, 5y
6).

Cuadro 4. Valores promedio totales de cortisol e IgA fecal
en jaguar hembra “Tulum”

Variable Antes de Periodo de alta Después de
semana santa afluencia semana santa

Cortisol* 24913 + 25539 19796 + 4202 2320 + 2424

IgA** 1599 + 1128 4969 + 5755 2406 + 1031

Cortisol 9.79 + 0.86 9.87 £0.21 10.05 + 0.11

(Logaritmo)

IgA (Logaritmo) 7.18 £ 0.65 8.20 £ 0.70 7.73 £0.38

Valores expresados como media + desviacion estandar

* pg/g heces
** ug/g heces

Cuadro 5. Valores promedio totales de cortisol e IgA fecal en jaguar

macho “Tikal”

Variable Antes de Periodo de alta Después de
semana santa afluencia semana santa

Cortisol* 25804 + 0711 16752 + 4815 28880 + 10321

IgA** 638 + 632 872 + 466 1252 + 569

Cortisol 9.54+1.73 9.68 £ 0.35 10.23 + 0.35

(Logaritmo)

IgA (Logaritmo) 6.06 +£1.15 6.66 + 0.54 7.03 £ 0.58

Valores expresados como media + desviacion estandar

* pg/g heces
** ug/g heces

Cuadro 6. Valores promedio totales de cortisol e IgA fecal en jaguar

macho “lkbal”

Variable Antes de Periodo de alta Después de
semana santa afluencia semana santa
Cortisol* 14332 + 5042 7432 £+ NC 20760 + 170
IgA** 1509 + 1643 618 + NC 978 + NC
Cortisol 9.51 + 0.40 8.91 £ NC 9.94 + 0.01




(Logaritmo)

IgA (Logaritmo) 6.83 + 1.08 6.43 + NC 6.89 + NC

Valores expresados como media + desviacion estandar; NC = no calculado
* pg/g heces
** 119/g heces

No se encontraron diferencias significativas entre periodos para los
niveles de cortisol en los tres jaguares (P>0.23). Respecto a los niveles de
IgA no hubo diferencias para lkbal y Tikal, pero si para Tulum (P< 0.01)
(Cuadro M del Anexo II1).

Debido a que en este caso si se contaba con la identificacién de todas
las muestras, fue posible correr un andlisis de varianza utilizando un modelo
mixto, en el que se observo que los niveles de cortisol varian dependiendo
del tiempo (P<0.048), mas que del individuo (P<0.24), mientras que para los
niveles de IgA el caso es inverso, las variaciones dependen principalmente del
individuo (P<0.003) y no del tiempo (P<0.39).

6.3 Correlacion entre los niveles de cortisol e I1gA fecales

Se observé una correlacion lineal de los valores normalizados de
cortisol y de IgA de 0.06 para las lobas y 0.28 para los jaguares; ambos
coeficientes son bajos.

Considerando el hecho de que el efecto hormonal pudiera ser
retardado, se hicieron correlaciones desfasando los datos de IgA de 0 a 6
dias s6lo de los periodos durante y después. Cuando los datos de IgA se
desfasaron 3 dias se obtuvo un coeficiente de -0.21 para el total de tiempo
del estudio, pero, analizando por separado la etapa anterior a semana santa
se obtiene un coeficiente de 0.1, mientras el coeficiente para el periodo de
alta afluencia es de -0.21 y de -0.5 para el ultimo periodo.

No se obtuvieron diferencias significativas al hacer los desfases en las

muestras de jaguar.
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6.4 Variaciones en los niveles de IgA fecal en las muestras
expuestas al medio ambiente

En las muestras que se expusieron al medio ambiente se aprecia una
reduccion promedio del 62 % en los niveles de IgA después de un dia,
mientras que para las muestras expuestas durante 2 dias la reduccion

promedio fue de 81 % (Figura 13).

Figura 13. Porcentajes de reduccion en los valores de IgA fecal
en muestras expuestas al medio ambiente por 2 y 3 dias
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Segun datos en la literatura los niveles de humedad no tienen un

efecto significativo en las mediciones de cortisol en heces(” "

); sin embargo
no se encontré algun estudio previo que evaluara el efecto de este tipo de
ajustes para IgA, por lo cual se hizo el experimento de obtener el peso seco
de las muestras y ajustar los valores obtenidos de IgA al peso seco (Figura
14). Después se realizd una correlacion entre los valores calculados con peso

hamedo y seco obteniendo una correlacion de 0.96.
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Figura 14. Comparacion de los valores de IgA fecal calculados en
base seca (ajustados) y en base humeda (no ajustados)
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7. DISCUSION Y CONCLUSIONES

A través de los estudios realizados fue posible realizar mediciones de
IgA en heces de jaguar y lobo mexicano usando kits comerciales para
inmunoglobulina A de canidos y felinos domésticos, obteniendo curvas de
validacion 0.99 para jaguares y 0.98 para lobos; este tipo de validacion
también ha sido usada por otros autores como Schéafer-Somi (2005) y Morato
(2004). Con esto fue posible cuantificar valores basales de IgA en estas
especies para las condiciones en el Zoologico de Chapultepec, asi como
detectar diferencias significativas en su secrecion, las cuales podrian
relacionarse con otros factores como son la secrecion de GCs o la cantidad de
visitantes al zooldgico.
Al comparar a las dos especies, en este estudio se observo que mientras
que los niveles de cortisol fueron méas altos para los jaguares (36,413 +
98,392 pg/g de heces) que para los lobos (11,061 + 9,003 pg/g de heces),

las concentraciones de IgA tienen un comportamiento invertido, siendo
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mayores las concentraciones en lobos (7,746 + 9,042 ug/g de heces) que en
las heces de jaguares (2,484 + 2,476 ug/g de heces).

Pifarré (2004) estimé el promedio de cortisol fecal en lobos mexicanos
en varios zooldégicos por medio de la técnica de radioinmunoanalisis (RIA), en
203.74 ng/g de heces, mientras que Ojeda (2002), usando la misma técnica,
reporta una media de 0.497 ng/g de heces para la poblacion de jaguares
estudiada en el Zoologico de Chapultepec; sin embargo estos valores no se
pueden comparar, pues aunque la técnica era la misma, Pifarré utilizé como
anticuerpo anticortisol de conejo, mientras que Ojeda lo hizo con suero de
rata contra corticosterona. Por otro lado Hernandez (2006) encontrd niveles
de cortisol en felinos (ledén africano y ocelote) alrededor de 400 ng/g de
heces, mientras que en canidos (lobo mexicano y coyotes) los niveles se
encontraron alrededor de 300 ng/g de heces, ambos también usando RIA con
anticuerpos anticortisol. En Brasil Morato (2004) midié la respuesta
adrenocortical a estrés agudo a traves de las heces, también por RIA, usando
anticuerpos contra cortisol, reportando valores basales de 307.8 ng/g heces,
los cuales se elevaron hasta un pico de 820.9 ng/g heces secas después de
electroeyacularlos.

A pesar de las diferencias técnicas, se puede observar que en los
felinos los niveles de cortisol fecal son usualmente mas altos que para los
canidos, lo cual puede explicarse por las diferentes vias de excrecion, ya que
se ha demostrado previamente que los felinos excretan esta hormona
principalmente por heces, a diferencia de los canidos que eliminan la mayor
parte a través de la orina!®.

Por otro lado, se observlé que la produccion de IgA fue mayor en los
lobos que en los jaguares. Ademas de las diferencias biolodgicas que pudieran
existir, la selectividad de los alimentos puede tener un efecto en este

aspecto, siendo los canidos mucho mas propensos a probar todo tipo de
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cosas, aun aquellas que no representan alimento. Al hacer las extracciones
de esteroides y las solubilizaciones de proteinas, se encontr6 una gran
cantidad de piedras, ramas, plasticos y otros materiales en las heces de las
lobas; las heces de jaguares no contenian este tipo de objetos. Esto se
refuerza con las observaciones que se han hecho en roedores aislados de
agentes patdgenos que no desarrollan placas de Peyer Vvisibles
macroscopicamente hasta que son expuestos a ambientes contaminados®?.
Otra posible explicacion podria ser una mayor participaciéon de IgM dentro del
intestino de felinos, pues se ha visto que tienen una cantidad mayor de
linfocitos intraepitelilaes expresando IgM que en otras especies, por lo que se
requieren estudios posteriores que aclaren la participacion de cada tipo de
inmunoglobulina en esta familia de carnivoros®®.

Es importante mencionar que durante el periodo de estudio no se
presentaron ningun tipo de patologias en los animales, tampoco se
reportaron casos en los cuales se haya alterado su manejo zootécnico.

De los dos tipos de analisis estadistico que se hicieron, se decidio
considerar al modelo lineal mixto como el valido, debido a que este toma en
cuenta la condicion de no independencia de las muestras, a diferencia de la
prueba de Kruskal Wallis.

En cuanto a las mediciones de inmunoglobulinas, se encontré un
marcado decremento en los niveles de IgA en las lobas después del periodo
de alta afluencia de publico. En el caso de cortisol en las lobas, el analisis
paramétrico de los valores normalizados no revel6 ninguna diferencia
significativa.

Los niveles de cortisol no mostraron diferencias significativas en los
jaguares, pero los niveles de IgA si mostraron diferencias significativas en un
caso (Tulum). Respecto a los jaguares, para los niveles de IgA se

encontraron diferencias marginales (P = 0.0508) que muestran que los
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niveles de IgA antes de semana santa fueron menores que en los periodos
posteriores. En el caso individual de la hembra Tulum el andlisis estadistico
mostro diferencias significativas con la misma tendencia, la cual no pudo
relacionarse a niveles altos de cortisol ya que no se encontraron diferencias
significativas. Sin embargo, graficamente se observé una tendencia positiva
en los niveles de cortisol durante el mismo periodo. Lamentablemente no fue
posible relacionar esto con alguna situacion estresante, ya que Tulum sélo
sale al exhibidor los lunes, el dia de menor afluencia de publico y los registros
médicos no reportan ningun acontecimiento fuera de la rutina.

El hecho de encontrar resultados mas consistentes en las lobas puede
atribuirse a la homogeneidad de los individuos, pues las lobas eran
hermanas, del mismo sexo, todas eran individuos jévenes, alojadas en el
mismo albergue y con el mismo manejo; mientras que los jaguares
presentaban mucha variabilidad en edades, origen, manejo, ademas de que
de los cinco s6lo uno era hembra.

El caso del sexo de los individuos cobra mayor importancia, pues
aungue Pifarré (2004) no encontr6 diferencias entre sexos evaluando niveles
de cortisol fecal en lobo mexicano, Hernandez (2006) reporta que en varias
especies de canidos (lobo mexicano y coyotes) y felinos (le6n africano y
ocelote) es posible que las hembras tengan mayor dificultad para afrontar
situaciones estresantes debido a que después del estimulo estresante, los
niveles de cortisol tardan mas en regresar a niveles basales en comparacion
con los machos. El hecho de que los niveles de cortisol se mantengan altos
por un periodo prolongado tendria un mayor efecto en los parametros
inmunoldgicos estimulando principalmente a los RG, lo cual podria explicar el
marcado descenso en los niveles de IgA fecal en las lobas y Tulum vy, al
mismo tiempo, justificaria parcialmente la falta de este en el caso de Ikbal,

asi como la rapida recuperacion de Tikal después de semana santa.
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Es importante considerar que en este estudio la medicién de cortisol se
realizé utilizando la técnica de extraccion con éter dietilico, que resulta menos
eficiente que aquellas en las que se usan etanol o metanol®® ®?; |a técnica
fue elegida debido a la disponibilidad de recursos en el laboratorio. Otro
punto a considerar es que la técnica de inmunoensayo competitivo utilizada
para medir cortisol es menos precisa que el radioinmunoensayo, pero tiene la
ventaja de no usar elementos radioactivos y por tanto se puede realizar en
laboratorios no autorizados para este tipo de productos®® *®. Se recomienda
al Laboratorio de Reproduccion realizar otras técnicas de extraccion de
esteroides que sean mas eficientes.

Por otro lado, los niveles de IgA fueron medidos a través de un
inmunoensayo directo (ELISA Sandwich), el cual tiene mucha mas precision
que el ensayo competitivo usado para cortisol® 32,

Se encontr6 una correlacién entre los niveles de IgA y cortisol
desfasando los valores tres dias, considerando que los efectos de la hormona
sobre las concentraciones fecales de IgA pudieran ser retardados. Durante el
periodo anterior a semana santa, durante el cual se considera que las
condiciones en cuanto al publico visitante son las habituales, el coeficiente
fue de -0.21, el cual es denota un efecto muy leve. En las siguientes dos
etapas analizadas en conjunto esta relacién negativa se incremento a -0.35,
lo cual pudiera atribuirse a los efectos estresantes causados por la gran
cantidad de visitantes al zooldgico. Estos coeficientes no distan mucho de lo
reportado por Bennett (1993), quien encontré una relacién de -0.22 entre
cortisol e IgA en saliva de humanos. Por otro lado Royo (2004) reporta un
coeficiente de -0.53 entre corticosterona e IgA en ratas cateterizadas, sin
embargo, no encontré ninguna relaciobn entre estos parametros en ratas
sometidas a cirugia, por lo que concluyé que la corticosterona es un mejor

indicador del estrés agudo que las inmunoglobulinas A, mientras que ambos
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son buenos indicadores de estrés cronico. Sin embargo adn es necesario
evaluar si es que existen diferencias por especie o0 sexo.

Eriksson (2004) reporta en un estudio en que el se evaluo el efecto del
confinamiento en ratas, que las concentraciones medias diarias de
corticosterona secretadas no se afectaron de manera considerable, mientras
gue la excrecién fecal de IgA fue significativamente menor 3 dias después del
periodo de confinamiento, lo cual coincide con los hallazgos de este estudio.

Al no encontrarse correlacién entre los niveles de cortisol e IgA fecales
en jaguares, no fue posible hacer la comparacion entre especies.

Los niveles de IgA presentaron una gran variabilidad entre individuos,
mientras que la loba dominante presentd concentraciones de 1,000 a 25,000
Hg/g heces, los de la hembra omega se encontraban entre 500 y 8,000 ug/g
heces. En el caso de los jaguares, los valores de IgA de Tulum se
encontraban entre 500 y 10,000 pg/g heces, para lkbal entre 200 a 5,000
ug/g heces y Tikal de 400 a 1,500 pg/g heces. Esto concuerda con los
resultados del analisis del modelo mixto en el cual se encontré que en los
jaguares los niveles de IgA variaron principalmente dependiendo del
individuo, a diferencia de la secrecion de cortisol que se afectd
primordialmente por los efectos del tiempo trascurrido durante el estudio.

Estas variaciones entre individuos concuerdan con Royo (2004) quien
reporta una gran variabilidad entre individuos, obteniendo valores hasta diez
veces mayores de una rata a otra.

Durante el tiempo que durd el estudio no se presentaron casos de
ninguna enfermedad en ninguno de los individuos. Es posible que la
reduccion en secrecion de IgA no fuera suficiente para causar problemas
clinicos, sino solo un factor predisponerte que, gracias a las buenas
condiciones en que se encuentran alojados los individuos, no se relacion6 con

ninguna complicacion.
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El manejo de las heces para la determinacion de cortisol no incluyo
tratamientos deshidratantes, ya que algunos autores reportan variaciones en
los niveles de esteroides debidos a estos procedimientos®* 8, ademas de
concluir que la desecacion de las muestras fecales no es necesaria para la
evaluacion de hormonas esteroidales ™. En este estudio se observo que el
porcentaje de humedad en las heces no implica variaciones considerables en
las mediciones de IgA, encontrando una correlacion de 0.98 entre los valores
calculados con base en el peso seco y humedo.

El hecho de haber obtenido reducciones tan marcadas en los niveles de
IgA en las muestras expuestas al medio ambiente por 2 6 3 dias (62 y 81 %,
respectivamente) nos hace concluir que para aplicar esta técnica es necesario
tener un buen nivel de control sobre los animales para poder asegurarse de
que las muestras obtenidas sean lo mas frescas posibles ya que, al igual que
con los niveles de cortisol, los principales cambios ocurren durante las
primeras 24 h®?.

El reducido nimero de individuos muestreados en este estudio impide
hacer generalizaciones sobre los resultados, por lo que so6lo se reportan como
hallazgos de un caso particular en el Zooldgico de Chapultepec.

Tomando en cuenta los resultados preliminares obtenidos en este
estudio se recomienda realizar estudios posteriores a mayor escala que
adicionalmente podrian relacionarse otro tipo de indicadores fisioldgicos o
procesos patolégicos. Ademas de la evaluacion de los efectos del estrés, la
medicién de inmunoglobulinas podria tener otras aplicaciones, como son:

B Influencia de otras hormonas sobre el sistema inmune, una de las mas
estudiadas es el estradiol, en este aspecto se encuentran varios
estudios sobre los efectos de la hormona sobre el proceso de
maduracién de linfocitos B y los cambios debidos al ciclo estral®® 5t

D de hecho se ha visto que la linfopoiesis se ve disminuida en
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hembras gestantes o en individuos tratados con estrogenos, mientras
gue esta se eleva en machos castrados, hembras ovariectomizadas y
ratones deficientes en receptores de andrégenos®?; pero aln no se
han hecho estudios sobre estos efectos en animales silvestres.

Efectos y evaluacion de vacunas, especialmente para el desarrollo de

vacunas nasales y orales que ya se usan en animales domésticos &

5.7 hues se ha visto la respuesta inmune en mucosas se estimula de
manera mas eficaz con la aplicacién local del antigeno®®
Alteraciones inmunes por medicamentos que generalmente no se
consideran como inmunodepresores, como el caso de pacientes
epilépticos que deben tomar  anticonvulsivos (carbamacepina y
zonisamida) o aquellos que requieren de antirreumaticos
(sulfasalazina) por periodos prolongados en los cuales se ha
encontrado hipogamaglobulinemia®®: %®
Variaciones en la respuesta inmune debidas a la edad, no sélo en
comparaciones con
pacientes geriatricos, también se ha visto que los perfiles de
inmunoglobulinas varian en las primeras etapas de desarrollo,
dependiendo del tipo de mucosa® ' #* 7 |os niveles de IgA pueden
tardar en alcanzar niveles adultos en perros hasta un afio®®
Alteraciones inmunes por téxicos como los metales pesados®
Diagndstico de enfermedades. La deficiencia selectiva de IgA es la
inmunodeficiencia primaria mas comun en el hombre y se atribuye una
condicién similar a los perros®® 2% 25 30 4D nerg este tipo de

diagndsticos alin son muy escasos en medicina veterinaria
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8. ANEXOS

8.1 Anexo I. Efectos generales de los glucocorticoides

De una forma mas especifica los efectos de los GCs en el aparato
cardiovascular incluyen aumento en la presion sanguinea y el gasto cardiaco
por un efecto positivo inotropico estimulando la sintesis de epinefrinag,
ademas de prolongar las acciones de las catecolaminas en las placas
neuromusculares al inhibir la recuperacion y degradacion de catecolaminas;
también promueven la sensibilidad cardiovascular a las catecolaminas al
aumentar la capacidad de unién y la afinidad de los receptores B-
adrenérgicos en el musculo liso de las arterias /%,

Se considera que algunos efectos de los niveles basales de los GCs son
preparativos para una situacion estresante posterior, entre ellos se pueden
mencionar un aumento en las concentraciones de glucosa circulante al
estimular el apetito, aumento de la glucogenolisis y gluconeogénesis, asi
como la movilizacidon de lipidos a través de la lipdlisis en los adipocitos. De
esta manera se asegura que la respuesta ante un estresante pueda ser mas
duradera‘t? & 74 77),

El sistema nervioso también se ve afectado durante una situacién
estresante aumentando el flujo sanguineo y la utilizacion cerebral de glucosa
por un efecto del eje SMA en los primeros segundos, pero después los GCs
inhiben en transporte de glucosa en las neuronas y células de la glia
translocando los transportadores de glucosa de la superficie hacia lugares de
almacenamiento intracelular. La formacién de la memoria también es
afectada, pues los estresantes agudos la aumentan, un fendmeno
posiblemente mediado por las catecolaminas al aumentar el flujo sanguineo;
los efectos de los GCs en este aspecto son mas complejos y se centran en el

hipocampo que posee tanto RMs como RGs. Se ha visto que los niveles
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basales promueven la excitabilidad del hipocampo, mientras que los niveles
altos tienen efectos opuestos causando hiperpolarizacién prolongada; a lo
anterior hay que sumar la disminucion en el transporte de glucosa, por lo que
el estrés prolongado causa atrofia de los procesos neurales del hipocampo e
incluso muerte neuronal? 85 79,

En cuanto a la fisiologia reproductiva las situaciones estresantes
causan un decremento en las concentraciones portales de la hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH por sus siglas en inglés) y por
consecuente en la liberacibn de gonadotropinas. Estos efectos son
provocados por la CRH, opioides y GCs. Fuera del sistema nervioso, los GCs
reducen la respuesta gonadal a la hormona luteinizante (LH) al disminuir sus
receptores, ademas de actuar directamente en los testiculos inhibiendo la
sintesis de testosterona y la espermatogénesis, aunque algunas células son

capaces de protegerse por la accidn de 11B-HSD2(8: 5> 79,

8.2 Anexo Il. Apoptosis linfocitaria

La definicion molecular de apoptosis puede basarse en la actividad
proteolitica de ciertas caspasas dado que estas enzimas son las mediadoras
del proceso de muerte celular programada; en este caso no se requiere de un
proceso inflamatorio previo®?. Tanto los linfocitos T como B expresan la
molécula receptora Fas, la cual al unirse con su ligando (FasL) induce muerte
celular por apoptosis; esta unién se puede dar de manera directa al entrar en
contacto dos células, o por difusién del ligando, ya que tanto Fas como el
factor de necrosis tumoral (FNT) pueden ser liberados de la superficie

(80, 88) | a interaccién ligando-receptor de esta molécula induce

celular
apoptosis activando a una familia de enzimas llamadas caspasas iniciadoras
(ejem. Caspasas 8 y 9), las cuales son responsables de los primeros eventos

proteoliticos que degradan el citoesqueleto. Al mismo tiempo provocan otro
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tipo de cambios celulares como el traslado de fosfatidilserina del lado interno
al externo de la membrana celular por alteraciones en el funcionamiento de
las translocasas que mantienen la asimetria membranal; se cree que este
cambio es una sefal de fagocitosis para los macrofagos. El punto de no
retorno ocurre cuando se activan las caspasas ejecutoras (ejem. 1, 3, 6), ya
sea directamente o a través de la disfunciéon mitocondrial; este Ultimo
proceso se encuentra regulado por las proteinas mitocondriales de la familia
bcl — 2, las cuales tienen la capacidad de promover o inhibir la apoptosis
dependiendo de su concentracion. La manera en que estas proteinas actian
aun no se define, algunas hipotesis son: 1) la homodimerizacion de las
proteinas es una accién promotora, mientras que la heterodimierizacion es
inhibitoria; 2) la habilidad de formar dimeros depende de la presencia de
detergentes; 3) ejercen un control sobre la liberacion de las preformas de las
caspasas ejecutoras de la mitocondria; 4) control de la liberacion de otras
moléculas promotoras como la citocromo C oxidasa, la cual al ser liberada
activa a las caspasas ejecutoras. Finalmente las caspasas ejecutoras son las
responsables de la degradacion del material genético activando a las
endonucleasas (ej. factor de degradacion de ADN) al tiempo que se
inhabilitan los mecanismos de reparacién del ADN como la poli (ADP-ribosa)
polimerasa®* 3,

La expresion de FasL se ha observado en linfocitos T activados y
células NK® 8) y se ha visto que en linfocitos puede ser activado por GC,
involucrando moléculas como caspasa 8, APAF — 1, Bax y Bak'”). Cabe
mencionar que naturalmente se produce una alta tasa de apoptosis en los
linfocitos inmaduros como forma de seleccidn para evitar enfermedades
autoinmunes®”: 8% 88 Brunnetti (1995) reporta que los linfocitos T recién
activados son inmunes a los efectos de los GCs, pero se volvian sensibles

después de cultivarlos por siete dias, especialmente los CD 8*.
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Probablemente los linfocitos T recién activados se encuentran protegidos por
la accién de las IL — 2, 4 y 10; sin embargo, el mecanismo de accidn no se
detalla en este articulo, pero Schmidt (2004) reporta que el efecto protector
de IL — 6 esta relacionado con la tirosin-cinasa relacionada con adhesion focal
(RAFTK). En este estudio no se encontrd relacion entre el grado de
sensibilidad y el nimero de RG en los linfocitos, lo cual también es
mencionado por Schmidt (2004) quien explica que el mantener altos niveles
de RG es necesario, pero no suficiente para el proceso de muerte celular.

El proceso de apoptosis inducido por GCs, se encuentra mediado por la
accion represora del RG. Un ejemplo de esto es la interferencia que ejerce
sobre AP-1, factor que regula la expresion de genes involucrados en el
crecimiento, diferenciacion y transformacién celular. Sin embargo, evidencias
recientes sugieren que la accion activadora del RG también se requiere en
este proceso, cuando la proteina asociada a la muerte (PAM3) se une con el
RG promoviendo la apoptosis™®.

El proteasoma mutilicatalitico (PM) es un complejo de proteasas que se
localiza tanto en el citoplasma como en el nucleo que degradan proteinas
marcadas para su destruccion por el proceso de poliubiquitinizacion,
recientemente se le ha relacionado con los procesos de muerte celular,
posiblemente al degradar proteinas que inhiben la apoptosis como AP-1, NFk-
B e IAPs (proteinas que bloguean caspasas); su accion es antagonizada por
la sobreexpresién de Bcl — 2 y los antioxidantes®®.

Las IL — 9, 4, 6 y 15, asi como factores de crecimiento semejantes a la
insulina contrarrestan los efectos de los GCs al aumentar la expresién de
factores de transcripcion relacionados con los genes de supervivencia (AP-1,
NFk-B); en respuesta, en las células expuestas a GCs se induce la expresion

de Ik-B, factor involucrado en la inhibicidn de la sintesis de citocinas®™* 3.
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La apoptosis inducida por GCs se encuentra regulada, tanto positiva
como negativamente, por las proteinas de la familia Bcl — 2, pero su
mecanismo exacto no se conoce. Existe evidencia de que la sobreexpresion
de los miembros antiapoptdticos de Bcl — 2 evita que el PM degrade a cFos y
aumenta la unién de NFk-B al ADN, pero no previene la induccién de Ix-BX*
3%, Entre los miembros proapoptéticos se encuentran Bax y Bak (Bid, Bad,
Bim), que se ha visto que son capaces de iniciar la disfuncion mitocondrial y
la liberacién del citocromo C*,

A pesar de la evidencia de la regulacién mediada por el receptor sobre
la activacion o represidén genética, ain no se ha podido identificar la red o
redes de genes que se involucran en el proceso de muerte celular. Alrededor
de 900 genes se han reportado como regulados por GC, pero de estos solo
aproximadamente 70 aparecen en mas de una publicacion; esto hace
aparecer la posibilidad de que existan multiples caminos para el ejercicio de
estos efectos!* 77, Entre los méas reportados estan la regulacién positiva de
Ik-B, del receptor de TGF-B y Bim V7,

Por otro lado, existe un conocimiento considerable sobre las caspasas
involucradas en la apoptosis y su secuencia de activacion, sin embargo no se
conoce el mecanismo que lo inicia, aunque se han implicado algunos
miembros proapoptoéticos de la familia de proteinas Bcl — 2. Probablemente el
balance entre la accion pro-supervivencia de los factores de crecimiento y la
accion proapoptdtica de los GCs lo que finalmente define el destino de la
célula. Aparentemente los GCs se oponen a la accidon de los factores de
crecimiento. Los factores de crecimiento aumentan la actividad de ciertos
factores de transcripcion que median la expresion de genes involucrados en
la proliferacion celular, estos mismos factores son afectados de manera

negativa por los GCs y por el PM1,
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Otros reportes indican que en el timo y otros tejidos linfoides inducen
apoptosis en linfocitos inmaduros, probablemente a través de ERGs activando
los “genes de la muerte”’?,

De una forma alternativa, los GC inducen apoptosis por (dis)regulacion
de genes relacionados con distrés y dafio celular, como aquellos que afectan
procesos metabodlicos o de respuesta a radicales de oxigeno (induccion del
inhibidor de tioredoxina), control de pH y volumen intracelular (represion del
transportador de lactato) y que finalmente activan la cascada apoptdtica'’”.

Los opioides (también producidos en situaciones estresantes) inducen
apoptosis e hipoplasia en timo y bazo, asi como reduccidon en la tasa de
proliferacion en la médula dsea; esto podria explicarse con el hecho de que la
aplicacion /n vivo de opioides incrementa la expresion de Fas en linfocitos,
efecto que se bloquea con la aplicacion de naltrexona (antagonista opiode).
Algunos autores han reportado que los linfocitos T inmaduros son mas
susceptibles a los efectos de los opioides, por otro lado estudios con roedores
reportan que la apoptosis de linfocitos causada por contencion fisica requiere
de opioides endégenos €9,

Aunque se ha demostrado el papel de Fas en la apoptosis linfocitaria,
el origen de FasL aun no se ha determinado con exactitud. Revisiones de
literatura sugieren que la muerte celular de linfocitos inmaduros se encuentra
mediada por el eje HHA, mientras que la muerte celular de linfocitos maduros

probablemente se relaciona con la accién de opioides endégenos®?.

8.3 Anexo I11. Cuadros estadisticos

Cuadro A. Niveles de IgA fecal por épocas
en tres hembras de lobo mexicano

R1 R2 R3

Sumatoria 7977 3511 3047

Ri° 63,632,529 | 12,327,121 | 9,284,209
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ni 79 37 54
Ri’/ni | 805,475.1% | 333,165.4° | 17,1929.8°
Hc 28 (P<0.005)

R1= antes de semana santa
R2= durante semana santa
R3= después de semana santa
Valores con diferente literal son significativamente diferentes

Cuadro B. Niveles de IgA fecal en tres
hembras de lobo mexicano dias altos y bajos

R1 R2
Sumatoria 6046 8489
Ri2 36,554,116 72,063,121
ni 69 101
Ri%/ni 529769.8 713496.3
(No es
Hc 0.2 significativo)

R1= dias de alta afluencia de publico
R2= dias de baja afluencia de publico

Cuadro C. Niveles de IgA fecal en la

hembra dominante

R1 R2 R3
Sumatoria 229 109 97
Ri2 52,441 11,881 9,409
ni 12 6 11
Ri%/ni 4370.1% | 1,980.2% | 855.4°
Hc 9.4 (P<0.01)

R1= antes de semana santa
R2= durante semana santa
R3= después de semana santa
Valores con diferente literal son significativamente diferentes

Cuadro D. Niveles de cortisol fecal en tres
hembras de lobo mexicano

R1 R2 R3
Sumatoria 4561 2,976 4,398
Ri 20,802,721 | 8,856,576 | 19,342,404
ni 60 42 52
Ri%/ni 346,712%° | 210,871° | 371,969°
Hc 8.4 (P<0.025)

R1= antes de semana santa
R2= durante semana santa
R3= después de semana santa
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Valores con diferente literal son significativamente diferentes

Cuadro E. Niveles de cortisol fecal en tres
hembras de lobo mexicano dias altos y bajos

R1 R2
Sumatoria 5270 6665
Ri2 27772900 44422225
ni 71 83
Ri/ni 391167.6 535207.5
Hc 0.7 (No es significativo)

R1= dias de alta afluencia de publico
R2= dias de baja afluencia de publico

hembra dominante

Cuadro F. Niveles de cortisol fecal en la

R1 R2 R3
Sumatoria 114 43 168
Ri 12996 1849 28224
ni 8 6 11
Ri*/ni 1624.5° 308.2° 2565.8°
Hc 5.04 (P<0.09)
R1= antes de semana santa
R2= durante semana santa
R3= después de semana santa
Valores con diferente literal son significativamente diferentes
Cuadro G. Niveles de IgA fecal en
jaguar “Tulum”
R1 R2 R3
Sumatoria 53 94 84
Ri° 2,809 8,836 7,056
ni 8 6 7
Ri%/ni 351.1° 1472.7° 1008%°
Hc 7.6 (P<0.01)
R1= antes de semana santa
R2= durante semana santa
R3= después de semana santa
Valores con diferente literal son significativamente diferentes
Cuadro H. Niveles de IgA fecal en
jaguar “Tikal”
R1 R2 R3
Sumatoria 26 13 52
R’ 676 169 2704




ni 4 3 6
Ri%/ni 169°° 56.3° 450.7°
Hc 13 (P<0.005)
R1= antes de semana santa

R2= durante semana santa

R3= después de

semana santa

Valores con diferente literal son significativamente diferentes

Cuadro 1. Niveles de cortisol fecal en la
hembra dominante de lobo mexicano por
periodos de alta afluencia de publico

R1 R2 R3
Sumatoria 129 120 76
Ri® 16641 14400 5776
ni 11 7 7
Ri/ni 1512.8° 2057.1° 825.12
sumatoria 4395.1039
Hc 12.9 P<0.001

R1= 20 de marzo al 8 de abril
R2= 9 al 30 de abril

R3= 1 al 20 de mayo

Valores con diferente literal son significativamente diferentes

Cuadro J. Niveles de cortisol fecal en tres
hembras de lobo mexicano por periodos de alta
afluencia de publico

R1 R2 R3
Sumatoria 3416.5 3584 2729.5
Ri? 11672472 12845056 7450170
ni 51 50 38
Ri%/ni 228872° 256901.1° 196057.1°
sumatoria | 681830.2
Hc 9.5 P<0.01

R1= 20 de marzo al 8 de abril
R2=9 al 30 de abril

R3= 1 al 20 de mayo

Valores con diferente literal son significativamente diferentes

Cuadro K. ANDEVA de los valores normalizados de IgA fecal en las

tres lobas
Origen GL* Suma de Cuadrados F calculada | Pr > F
cuadrados medios
Modelo 2 10.03728516 | 5.01864258 7.58 0.0010
Error 76 50.31588511 | 0.66205112
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| Total

78

| 60.35317026 |

*GL = grados de libertad

Cuadro L. ANDEVA valores normalizados de IgA fecal en jaguares

Origen GL* Suma de Cuadrados F calculada | Pr > F
cuadrados medios

Modelo 2 4.69674904 | 2.34837452 3.18 0.0508

Error 46 33.94278781 | 0.73788669

Total 48 38.63953685

*GL = grados de libertad

Cuadro M. ANDEVA de los valores normalizados de IgA fecal en

Tulum
Origen GL* Suma de Cuadrados F calculada | Pr > F
cuadrados medios
Modelo 2 4.40559263 | 2.20279632 5.46 0.0140
Error 18 7.26272095 | 0.40348450
Total 20 11.66831358

*GL = grados de libertad
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