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RESUMEN

Los delfines en cautiverio presentan cambios fisicos y sociales en su ambiente,
lo cual puede repercutir en el desarrollo de problemas de comportamiento. Aunque
existen algunos estudios relacionados con delfines en cautiverio, no ha sido posible
identificar problemas especificos de comportamiento y su relacion con la actividad
adrenal que ayuden a determinar niveles de bienestar de esta especie. El presente
estudio tuvo como objetivo medir patrones de comportamiento individual y cortisol
salival a través de una técnica no-invasiva, de delfines de acuerdo a las actividades a
las que son sometidos en cautiverio. Cuatro delfines de la especie Tursiops truncatus
fueron observados durante octubre del 2002 a enero del 2003 en dos acuarios de la
ciudad de México. En ambos acuarios, los delfines participan en programas de nado,
delfinoterapia y exhibicion de espectaculos. Estas actividades varian a lo largo de la
semana de acuerdo a la demanda del publico, de tal manera que los dias de
actividades realizadas por los delfines se pudieron clasificar en: 1) dias sin actividad,
2) dias de mediana actividad y 3) dias de alta actividad. A través de muestreos
focales se registro el tiempo que los delfines dedican a diferentes comportamientos.
Simultaneamente se colectaron muestras de saliva de dos delfines que respondieron
a un entrenamiento previo para determinar perfiles de cortisol (4 muestras por dia
para cada delfin).

Los resultados obtenidos indican que a medida que aumenta el numero de
actividades en el dia se producen cambios en el comportamiento. Estos cambios
varian para cada delfin. Holbox y Byron dedican menos tiempo en el comportamiento
de nado los dias de alta actividad en comparacién de los dias sin actividad, en donde
el porcentaje de tiempo dedicado a este comportamiento aumenta significativamente
(p<0.05). En los dias de alta actividad, al término de cada actividad se observa que
ambos delfines incrementan el porcentaje de tiempo dedicado al reposo. Baxal e Isis,
por el contrario no se ven afectados en sus patrones de comportamiento al aumentar

el niumero de actividades en el dia.



Al analizar el efecto de las actividades en los patrones de comportamiento se
encontré6 que en Holbox el porcentaje de tiempo dedicado al comportamiento de
inmersion es menor en ausencia de la delfinoterapia, mientras que en los dias en los
que se lleva a cabo esta actividad el porcentaje de tiempo aumenta
significativamente. Se compararon los niveles de cortisol entre los diferentes dias de
actividad y se encontré que en los dias de alta actividad los niveles de cortisol
aumentan significativamente a medida que incrementa la actividad, mientras que en
los dias sin actividad los niveles de cortisol se mantienen relativamente estables. En
relacion al efecto que producen las actividades sobre los niveles de cortisol se
encontré que al finalizar la delfinoterapia se incrementan las concentraciones de
cortisol, mientras que en los dias de ausencia de esta actividad las concentraciones
se mantienen relativamente estables, lo que sugiere que esta actividad es mas
demandante para los delfines que el nado con personas o el espectaculo tradicional
de saltos, posiblemente porque se ven obligados a permanecer en una posicion
tocando a una persona por varios minutos en repetidas ocasiones. En lo que se
refiere a los espectaculos se observdo que a mayor numero de espectaculos, se
detectaron también mayores niveles de concentracion de cortisol, lo cual podria ser
el resultado de la actividad fisica y no de una respuesta de estrés. Es necesario
profundizar en estudios que permitan conocer la forma en que los delfines enfrentan
los cambios del entorno. La informacion generada en este estudio podra ser utilizada
para mejorar el manejo y cuidado de los delfines en cautiverio. Se sugiere realizar
investigaciones con muestras mas grandes para entender las relaciones entre

conducta y actividad adrenal.

Palabras clave: delfin, comportamiento, cortisol salival, estrés, técnica no-invasiva.
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ABSTRACT

Dolphins in captivity have to cope with changes in their physical and social
environment, which can result in behavioral problems. Although there are some
studies of behavior of dolphins in captivity, it has not been possible to identify specific
welfare problems of this species in captivity. The study had the aim of measuring like
behavioral patterns and salivary cortisol of dolphins according to the activities that
they carry out in captivity. Four dolphins of the specie Tursiops truncatus were
observed during October 2002 to January 2003 in two aquaria of Mexico city. In both
aquaria, the dolphins have been trained to participate in swimming programmers,
assisted therapy sessions, and shows, which vary throughout the week according to
the public's demand, in such a way that it was possible to classify days into: 1) days
without activity, and days of 2) medium and 3) high activity. Focal sampling was used
to record the proportion of time dolphins spent in different behaviors. Simultaneously,
saliva samples were collected from two dolphins that responded to previous training
to determine cortisol profiles, through a non-invasive technique, (4 samples per day
for each dolphin).

The results indicate that there are changes in behavior as the number of
activities increase during the day. These changes vary between dolphins. Holbox and
Byron dedicate less time swimming those days of high activity in comparison to days
without activity, where the percentage of time dedicated to this behavior increases
significantly (p<0.05). On days of high activity, it was observed that dolphins increase
the percentage of time dedicated to rest. Baxal and Isis, on the contrary, are not
affected in their patterns of behavior when the numbers of activities increase during
the day.

Holbox showed less immersion behavior on days without dolphintherapy,
whereas in the days in which this activity is carried out the percentage of time on this
behavior increases significantly. When cortisol levels were compared between days
of activity it was found that in days of high activity cortisol levels increase significantly

with respect to days of less activity or no activity performed. In relation to the effect of
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the activities performed during the day on cortisol levels at the end of the day it was
found that after dolphintherapy cortisol concentrations increase, whereas in those,
days of absence of this activity cortisol levels are kept stable. This suggests that the
therapy is perhaps perceived as a negative stimulus, since they are forced to remain
in a position touching to a person several minutes in repeated occasions. In relation
to the effect of shows carried out it was observed that as more shows are performed
higher cortisol levels were measured, perhaps as an increase of the physical activity.
It is necessary to carry out more studies in order to know more about coping
strategies of dolphins in captivity. The information generated from this study is useful
to improve handling procedures and care standards of the dolphins in captivity. It is
suggested to make such measurements with bigger samples to understand better

those relationships between behavior and adrenal activity.

Key words: dolphins, behavior, cortisol, stress, non-invasive technique.
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. INTRODUCCION.

Los delfines en cautiverio enfrentan cambios fisicos y sociales en su ambiente,
lo cual puede repercutir en su comportamiento y en su salud. En los ultimos anos ha
incrementado considerablemente el numero de empresas dedicadas a la exhibicion
de especies marinas, en particular de delfines y pinipedos (Samuels vy
Spradlin,1995). Estas empresas ademas han implementado actividades como la
delfinoterapia y los programas de nado con delfines (Kyngdon, et al., 2003), a través
de los cuales se promueve la interaccion entre humanos y cetaceos. Sin embargo y a
pesar de la publicidad que se le ha dado a estas actividades, es poca la informacion
que se ha generado sobre el bienestar de los delfines, |la mayoria de estos estudios
se enfoca a los beneficios que el humano obtiene al interactuar con estos mamiferos
(Marino y Lilienfeld, 1998).

La creciente preocupacion por recuperar, proteger y conservar la diversidad
biolégica ha hecho que en México, a través de la Norma Oficial Mexicana de
Emergencia NOM-EM-135-SEMARNAT1-2001 se hayan establecido criterios legales
que enmarcan la actividad de captura, transporte, exhibicion, manejo y manutencion
en cautiverio, con el fin de evitar el maltrato y fomentar la conservacién y proteccion
de los delfines, sin embargo, estos criterios no estan respaldados por investigaciones
cientificas, por ello, es necesario generar informacion que nos permita conocer la
forma en que los delfines enfrentan los cambios del entorno, asi como identificar
problemas especificos de comportamiento y su relacion con la actividad adrenal. Con
el presente estudio se pretende aportar informacion acerca del efecto gue producen
las actividades que realizan los delfines sobre los patrones de comportamiento.
Ademas, los resultados obtenidos en la determinacion de cortisol a través de una
técnica no-invasiva podran ser utilizados para evaluar los niveles de estrés de estos
animales bajo estas condiciones. Asimismo, esta informacion podra ser utilizada para

mejorar el manejo y cuidado de los delfines en cautiverio.



I ANTECEDENTES

21. Tursiops truncatus: especie de delfin adaptada al cautiverio.

La transicion de vida libre a un estado de cautiverio es frecuentemente
acompanada por cambios en el ambiente fisico y social (e.g. disponibilidad y acceso
a espacio, carencia de sustratos naturales, alimento, agua, alteraciones de la
estructura social, etc.) (Price, 1999). Estos cambios envuelven un proceso de
adaptacion en donde se pueden sobrepasar los sistemas adaptativos de los
animales y reflejar problemas de conducta de tipo individual y social, los cuales se
relacionan con estrés e inmunodepresion (Galindo, 1995).

La habilidad que tienen las diferentes especies para adaptarse o enfrentar
condiciones de cautiverio con el repertorio conductual normal, depende de factores
genéticos, experiencia y el grado de semejanza del albergue a su habitat natural
(Carlstead, 1996; Mendl, 1999; Duncan y Petherick, 1991). En el caso de los delfines
en cautiverio, su comportamiento se ve afectado por las restricciones de su ambiente
fisico y social. Por ejemplo, en cautiverio los delfines estan inhabilitados para realizar
algunos comportamientos naturales, tales como el buceo y la captura de su alimento.
Esto hace pensar que algunos comportamientos no son expresados, asi como
también, pueden desarrollarse algunos comportamientos inusuales en esta especie
(Kyngdon, et al., 2003).

2.2 Estudios relacionados con mamiferos marinos en cautiverio,

particularmente delfines.

En los sistemas marinos, los mamiferos, especialmente cetaceos han sido una
de las areas de mayor crecimiento en investigacién y conservacion. Diversos
estudios se han enfocado a la distribucion, migracién, y descripcion de los delfines
(Heimlich-Boran, 1994; Reeves y Leatherwood, 1987; Thompson and Wilson, 1994;
Fernandez, 1991). Sin embargo, son pocos los estudios relacionados con su

bienestar en cautiverio. En los ultimos anos el interés por estos cetaceos ha
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aumentado considerablemente, paises como Estados Unidos, Argentina, Nueva
Zelanda e inclusive México ofrecen a la gente la oportunidad de tener interaccion con
delfines en lugares cerrados. Estos encuentros se dan a través de los programas de
nado con delfines o de las delfinoterapias. Por su parte los acuarios exhiben a los
delfines mediante espectaculos que forman parte de un programa educativo para
conocer mas acerca de su biologia. (Kyngdon, et al., 2003; Sekiguchi y Kohshima,
2003).

El nado con delfines es una actividad popular que ha ido incrementando
considerablemente, investigaciones realizadas en Estados Unidos han sefalado que
las reglas establecidas en esta actividad no son suficientes para reducir estrés en los
delfines y ademas podrian aumentar el riesgo en el comportamiento que éstos
puedan exhibir hacia los nadadores (Kyngdon, et al., 2003). Por otro lado, Ia terapia
asistida por delfines ha sido empleada por mas de 20 anos para ayudar a personas
con problemas fisicos y mentales. Debido a la alta publicidad que se le ha dado a
esta actividad, mucha gente paga mucho mas por terapias con delfines que en
terapias con otros animales, ademas mucho se ha hablado de que el éxito de esta
actividad reincide en que los humanos son atraidos por el carisma de estos
cetaceos. Quizas esta explicacion no sea suficiente ya que un alto porcentaje de
pacientes que reciben este tipo de terapias son nifios y es casi imposible que estos
pacientes pudieran haber desarrollado su aficion por estos mamiferos (Brensing, et
al, 2003). Generalmente hay muchas razones por las que se dan las terapias
asistidas por animales, muchas de las cuales estan basadas en los efectos de
socializacion, lo cual resulta valido para los delfines (Brensing, et al., 2003). Pese a
la popularidad que tienen estas actividades con delfines el numero de publicaciones
relacionadas con su bienestar en cautiverio es minimo, ya que los resultados se han
enfocado a los humanos y no a los delfines.

Los mamiferos marinos son capturados rutinariamente para monitorear su
salud, sin embargo, la técnica de captura podria provocar excesivo movimiento de
los animales y potencialmente inducir una respuesta a estrés (Ortiz y Worthy, 2000).

Los estudios sobre comportamiento de mamiferos marinos en cautiverio son

escasos, sin embargo, se tienen antecedentes relacionados con el estrés de

L)



animales en vida libre. Los primeros estudios del sistema endocrino en los cetaceos
consistieron en la descripcion de las glandulas endocrinas (Kirby, 1990). Medway y
Geraci (1964), encontraron que delfines expuestos a tension exhiben eosinopenia y
neutrofilia leve, atribuyendolo a una respuesta adrenocortical. Por su parte Thomsom
y Geraci (1986) reportaron que la actividad asociada con la captura y retencion de
delfines Tursiops truncatus estimula una respuesta de estrés como reflejo de la
circulacién de cortisol, aldosterona y eosindéfilos, asimismo encontraron que al sacar
a los delfines del agua, el nimero de eosindfilos disminuia durante las primeras 7
hrs. En algunas especies de pinipedos en vida libre se han reportado niveles de
cortisol (e.g. foca gris (Halichoerus grypus), foca manchada (Pagophilus
groenlandicus) y foca weddell (Leptonychotes weddelli)). En cautiverio los niveles de
cortisol han sido reportados en la foca manchada (P. groenlandicus), en el delfin
nariz de botella (7. fruncatus) y en la beluga (Delphinapterus leucas) (Kirby, 1990).
En el delfin nariz de botella se ha reportado que los valores de cortisol estan
comprendidos entre los 11 y 47 ng/ml. Estos valores se obtuvieron de muestras de
sangre de delfines recién capturados y de delfines con bastante tiempo en cautiverio
(Kirby, 1990). Por su parte, Hernandez (1998) reporta valores de cortisol salival a
diferentes horas del dia en 2 delfines mantenidos en cautiverio por mas de 8 anos,
estos valores van desde un promedio de 2.5 + .48 ng/ml en muestras tomadas a las
9:30 hrs. hasta un valor de 1.0 £ .82 ng/ml en muestras tomadas a las 17:30 hrs.
Asimismo reporta valores de cortisol en suero de delfines expuestos a un proceso de
transporte de 3 y 18 hrs. En un transporte de 3 hrs reporta 30 ng/ml al inicio y 60
ng/mi al finalizar este proceso, mientras que en un transporte de 18 hrs. los valores
obtenidos son 40 y 35 ng/ml respectivamente.

Suzuki y colaboradores (2003) reportan que en tursiones del Indo-Pacifico los
niveles de cortisol en suero exhiben fluctuaciones diurnas. Generalmente se
observan altos niveles a las primeras horas del dia y van disminuyendo conforme
transcurre el dia. En intervalos de muestreo de 3 hrs. obtuvieron valores de 7.8 ng/ml
alas 03:00 hrs y 2.7 ng/ml a las 18:00 hrs.

Finalmente Pedernera y colaboradores (2001) a través de una técnica no-

invasiva determinaron niveles de cortisol salival de delfines alojados en dos acuarios



de la ciudad de México, los resultados que obtuvieron varian dependiendo del sexo y
de las condiciones del acuario; las hembras mostraron un rango entre 14 a 1375 pg /
g. de saliva y 18 a 2257 pg / g, mientras que los machos mostraron rangos entre 61 a
1760 pg y 43 a 216 pg/ g.

2.3. Biologia de los delfines en vida libre.

En vida libre es comun observar a los delfines saltando, persiguiendo a otros
individuos, exhibiendo comportamientos de cortejo, forrageo, reposo y nado entre
otros (Constantine, et al., 2002). Recorren grandes distancias nadando a velocidades
de entre 5y 11 km / h (Donoghue y Wheeler, 1990). Viven en grupos que van de 2 a
15 individuos, generalmente con diferentes estructuras sociales (Donoghue vy
Wheeler, 1990):

* Macho adulto y varias hembras
= Hembras adultas con sus crias acompanadas de hembras jovenes
= Machos jovenes y adultos

Existe una marcada jerarquia social dentro de cada grupo, la cual se establece
generalmente entre los individuos del grupo a través de conductas agonistas como
golpeteo de la aleta caudal contra el agua, cabezazos, diferentes posturas del
cuerpo y mordidas (Corkeron, et al., 1990). El comportamiento sexual envuelve
aspectos de juego y cortejo con otros delfines

Los delfines son predadores activos y se alimentan de una gran variedad de
peces y crustaceos. Los adultos comen aproximadamente de 4 a 6% de su peso
corporal (Shane, 1990). Frecuentemente se observa la colaboracion de los individuos
de cada grupo para cazar su alimento. En aguas abiertas el grupo nada alrededor
del banco de peces para facilitar la captura del alimento (Constantine, et al., 2002).
También se ha observado una asociacién de los delfines con las operaciones
pesqueras (Santurtun, 2002).

Estas caracteristicas de la biologia de la especie hacen que los patrones de

conducta social e individual sean muy complejas.



2.4, Interaccion Humano-Animal.

Los humanos interactuan con animales en muchos momentos de su vida y en
situaciones frecuentes y estrechas, la calidad de estas interacciones podria tener
consecuencias tanto para el humano como para el animal. (Hemsworth y Barnett,
2000). Consecuencias negativas podrian originar miedo de los animales hacia el
humano, influyendo en su productividad, crecimiento y reproduccion. En animales de
produccion, sobretodo en aves y cerdos, se ha relacionado la interaccion humano-
animal con estados de estrés y afectacion de la productividad. Aunque este tipo de
especies son consideradas domésticas, se ha observado una correlacion negativa
entre el miedo expresado hacia los humanos y la produccion de los animales
(Hemsworth y Barnett, 2000). Las interacciones de humanos y delfines se dan
principalmente durante el proceso de entrenamiento y la ejecucion de actividades. En
este tiempo los delfines aprenden a comprender sefales auditivas y visuales que les
permiten ejecutar diversos ejercicios, los cuales seran recompensados con alimento
(Tschudin, et al., 2001).

2.5. Bienestar animal.

Broom en 1986 define bienestar como “el estado de un individuo en
relacion a sus intentos por enfrentarse al medio”.

El bienestar animal se puede medir cuantitativamente a través de un gran
numero de indicadores (Broom, 1991), dentro de los cuales destacan la actividad
adrenal, el grado de inmunodepresion, la incidencia de enfermedades y las
anormalidades que se presentan en el comportamiento.

Por su parte Galindo (1995) argumenta que muchos de los problemas del
bienestar de las especies en cautiverio son el resultado de la negligencia por parte
de las personas responsables, asi como, de los sistemas de alojamiento, los cuales
provocan cambios en el comportamiento que se relacionan con un grado pobre de

bienestar. En el caso de los delfines por ejemplo por mas que se intente disefar un
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tanque lo suficientemente grande nunca podremos reproducir la complejidad del
ambiente que ocupan en condiciones naturales. En animales de zoolégico y de
laboratorio los principales problemas de bienestar relacionados con los encierros,
son también la presentacion de estereotipias (Sisto y Troeglen, 1995). Estas
alteraciones de comportamiento estan relacionadas a las respuestas fisiolégicas de
estrés (Galindo, 1995) y a la liberacion de B endorfinas (Zanella, et al, 1991).

El bienestar de un animal no solamente significa el mantener su salud fisica y el
que el animal se reproduzca adecuadamente, sino es el proporcionarle los sustratos
naturales necesarios para que pueda expresar sus patrones de comportamiento

normal (Sisto y Troeglen, 1995).

2.6. Conductas anormales.

El comportamiento de un animal es modificado constantemente en respuesta a
la estimulaciéon del entorno. Algunas de estas respuestas son reflejos sencillos y
predecibles. Sin embargo otros tipos de comportamiento dependen fuertemente de la
informacion almacenada a partir de experiencias pasadas y son, por lo tanto, menos
predecibles (Randall, et al, 1998). Los cambios del ambiente pueden estar
asociados a patrones de comportamiento estereotipado y otras conductas
anormales. Mason (1991) define estereotipia como un patrén de comportamiento que
es repetitivo, constante y sin un objetivo obvio. Muchos de los problemas o
anormalidades de conducta se relacionan con estados de estrés cronico o niveles
reducidos de bienestar. Algunos de los indicadores de bienestar a largo plazo
incluyen conducta, respuestas fisiologicas de estrés, liberacion de opioides,
determinacion de hormonas reproductivas, inmunodepresion y salud entre otras
(Broom y Johnson, 1993). A pesar del gran numero de estudios sobre bienestar en
mamiferos terrestres, a la fecha no existen suficientes estudios sobre la relacion
entre conducta y actividad adrenal de delfines en cautiverio. Gygax (1993) propone

ampliar los estudios en cautiverio ya que se desconocen el tipo de anomalias de



conducta ademas de los problemas de definicion en los patrones de comportamiento

estereotipado en mamiferos marinos.

2.7. Fisiologia del estrés.

La respuesta endocrina al estrés ha sido sujeta de muchos estudios desde que
fue descrita por Selye (1946). Desde una perspectiva fisiolégica estresores fisicos
estimulan el eje hipotalamico-hipéfisis-adrenal (HHA) dando como resultado un
incremento en la secrecion de esteroides adrenales tales como: cortisol,
corticosterona y aldosterona (Jansen, et al., 1999).

Se ha definido estrés como la respuesta no especifica del organismo a
cualquier demanda que se hace sobre él (Dierauf, 1990). Cuando hay una
perturbacion de la homeostasis debido a la percepcion de un estimulo adverso se
activa una respuesta de estrés. Esta, es un conjunto de respuestas fisiolégicas que
desencadenan la liberacion de hormonas y de respuestas conductuales que ayudan
a restablecer la homeostasis (Nelson, 2000).

En una situacion de estrés el organismo sufre un proceso de adaptacion
(Sindrome de Adaptacion General). Primero se activa una fase de alarma,
caracterizada por una respuesta fisiologica rapida en la cual se estimula el eje
Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal (HHA). Si esta situacion continua se pasa a un estado
de compensacion o habituacién, donde después de una exposicibn mas o menos
prolongada al agente estresante el organismo se adapta y compensa las condiciones
alteradas que causan el estrés. Finalmente, si el estrés es de gran intensidad y
duracion, la compensacion no es posible y el organismo entra a una fase de
agotamiento del eje HHA (Dierauf, 1990), donde aparecen estados patologicos
debido a la activacion prolongada de la respuesta de estrés (Salpolsky, 1992,
Salpolsky, et al., 2000).

En estados de estrés cronico, donde existe un aumento sostenido de cortisol en
sangre, hay una disminucion de la habilidad inclusiva individual por inmunodepresion
y atrofia de los tejidos (Munck, et al., 1984; Toates, 2000). Se habla de estrés

cronico como un estado constante e invariable, pero se pueden considerar estados



de estres a largo plazo bajo sucesivas situaciones repetidas de estrés agudo
(Ladewing, 2000).

2.8. Estimulacion del eje Hipotalamo-Hipdéfisis-Adrenal (HHA)
principal regulador del sistema endocrino.

La estimulacién del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal (HHA) se inicia en el
cerebro en donde una situacion de estrés se detecta en el Sistema Nervioso Central
(SNC) el cual envia una sefal al hipotalamo, éste responde a través de la secrecion
de la hormona liberadora de Corticotropina (HCL), posteriormente esta hormona se
une a un receptor membranal y promueve la liberacion de la hormona
adrenocorticotrofica (ACTH). La ACTH aumenta la velocidad de secreciéon y la
sintesis de esteroides que se producen por la corteza adrenal (Tresguerres, et al.,
1999). Dentro de la glandulas endocrinas relacionadas con el estrés se encuentran
las adrenales, las cuales poseen una parte central llamada médula y una porcién
externa denominada corteza, ambas porciones secretan hormonas que regulan el
metabolismo y apoyan al organismo en el manejo del estrés. Las hormonas de la
corteza adrenal son esteroides sintetizados a partir del colesterol, dentro de éstos
encontramos androgenos, mineralocorticoides y glucocorticoides. Alrededor del 95 %
de los glucocorticoides esta representado por el cortisol conocido también como
hidrocortisona (4- pregnen-11p, 17a, 21-triol- 3,20- diona), el cual ayuda a asegurar
el suministro adecuado de combustible para las células cuando el organismo esta en
estrés (Guyton y Hali, 1996).

2.9. Sintesis de Glucocorticoides (cortisol).

El primer paso en la sintesis de todas las hormonas esteroides a partir del
colesterol involucra la escisién de la cadena lateral del colesterol para formar
pregnenolona, este evento ocurre dentro de la mitocondria. Las subsecuentes

modificaciones de la molécula esteroide pueden suceder dentro de la mitocondria o



pueden involucrar el movimiento hacia otro compartimiento de la célula. En el reticulo
endoplasmico liso la pregnenolona por accion de la 3B-hidroxiesteroide-
deshidrogenasa A°-A* isomerasa se transforma en progesterona. La progesterona se
hidrolisa en la posiciéon 11 formando corticosterona.

La hidroxilacion de la progesterona en el reticulo endoplasmico liso da lugar a la
formacion de cortisol. La tiroides y las hormonas suprarrenales son mediadores
importantes del metabolismo, manteniendo homeostasis en respuesta a demandas
ambientales (St. Aubin, 1996). La liberacién de cortisol es regulada por la liberacion
de la hormona corticotropina (CRH) desde el hipotalamo y por la hormona
adrenocorticotrofica (ACTH) de la glandula pituitaria en un mecanismo de
retroalimentacion negativa. Esta liberacion también puede ser influenciada por
situaciones de estrés o ejercicio fisico. Los niveles que circulan de estas hormonas
son indices de diagnoéstico utiles en medicina humana y veterinaria, pero la
interpretacion apropiada de analisis hormonales se debe basar en una comprension
de como los componentes son influenciados por los factores tales como edad, sexo,

y la estacion (Jansen et al., 1999).
2.10. Medicion de glucocorticoides.

Los estados de estrés cronico incluyen la medicién de niveles hormonales de
ACTH y glucocorticoides (Garnier et al, 1990; Palme et al., 2000). La medicién de
estas hormonas en un gran numero de vertebrados tales como el venado cola blanca
(Odocoileus virginianus) han resultado dificiles, debido a los procedimientos
invasivos utilizados (e.g captura del animal y coleccion de sangre) (Millspaugh, et al.,
2002; Astheimer et al., 1994; Wingfield et al., 1994; Schatz y Palme, 2001). El estrés
en la mayoria de los mamiferos tanto terrestres como marinos se ha medido a través
de plasma sanguineo. Sin embargo, los métodos utilizados para la obtencion de
muestras podrian alterar los resultados debido a la tensidon a la cual se enfrenta el
individuo. (Hopster et al.,1999; Méstl y Palme, 2002). Las técnicas no-invasivas (e.g.
saliva o materia fecal) ofrecen una mejor oportunidad para la medicion de

glucocorticoides, ya que no se produce tension al obtener la muestra. En diversos



estudios se ha demostrado que el cortisol salival representa una medida simple, no
invasora, que facilita el estudio de la actividad del eje HHA. El uso de esta técnica
representa ventajas tales como: la facil obtenciéon de muestras, el método de colecta
no induce estrés en el animal, los valores de cortisol reflejan la fraccién biolégico
activa y la facilidad de colecta facilita las investigaciones que requieren de muestreo
frecuente (Bolufer, ef al., 1989; Walker, 1984; Tiefenbacher, et al., 2003). El cortisol
salival ha proporcionado resultados satisfactorios en la determinacion de
glucocorticoides. Debido a las ventajas de utilizacién que presentan las técnicas no
invasivas de mediciones hormonales es muy importante poder estandarizarlas para
que puedan ser utilizadas de forma rutinaria, ya que son de gran ayuda para
determinar caracteristicas biolégicas de especies silvestres (Pifarré, 2004;
Tiefenbacher, et al, 2003). También se debe tener en cuenta que las
concentraciones de cortisol pueden estar influenciadas por muchos factores, por ello
es necesario combinarlas con otros indicadores de bienestar (Clark et al., 1997b).

Los mejores indicadores de problemas de bienestar han sido en muchos casos
las mediciones conductuales (Broom y Johson, 1993). En situaciones de restriccion
de movimientos, delante de cierto grado de frustracion, ante la incapacidad de
escaparse de estimulos adversos, en una falta de estimulacién o en una sobre
estimulacion, los animales se ven incapacitados de responder de una manera
adecuada. En estos casos es frecuente la aparicion de conductas anormales
relacionadas con estados de estrés cronico y asociadas en muchos casos a
situaciones de frustracion y impredictabilidad (Mason, 1991). Los comportamientos
estereotipados, las conductas redirigidas y la pasividad, son uno de los indicadores
mas importantes de problemas de bienestar a largo plazo (Broom y Johson, 1993).
La aparicion de conductas normales con frecuencias o intensidades aumentadas o
disminuidas, asi como alteraciones en los ciclos de actividad, también pueden ser

indicadores de un nivel de bienestar pobre (Crocket, 1998).



. JUSTIFICACION

En los ultimos anos, los programas de nado y las terapias asistidas por delfines
han incrementado notablemente, como resultado de las especulaciones que se
tienen acerca de los beneficios que brinda la interaccion con estos mamiferos. Con el
fin de identificar estos beneficios se han realizado algunos estudios, sin embargo
estos se han enfocado a los humanos. Aunque existen algunos trabajos relacionados
con el comportamiento de delfines en cautiverio, no ha sido posible identificar
problemas especificos de conducta que ayuden a determinar los niveles de bienestar
de esta especie, Asimismo, no se tiene informacion relacionada con la actividad

adrenal de estos animales bajo estas circunstancias.

Conocer el efecto que puedan tener las diferentes actividades que realizan los
delfines en su comportamiento es una consideracion importante que se debe de
tomar en cuenta para mejorar el cuidado y manejo de estos animales. Asimismo, es
importante aportar informacion que nos permita conocer la forma en que los delfines
perciben el ambiente y como lo enfrentan, esto nos ayudara a establecer criterios y
normas que protejan a los delfines durante la ejecucion de las actividades y evitar
poner en riesgo tanto a los delfines como a los humanos.

Con el presente estudio se intenta identificar como distribuyen el tiempo los
delfines en los diferentes patrones de comportamiento que exhiben en cautiverio, asi
como también determinar la fluctuacidon de concentracion de cortisol a lo largo del

dia. Ambos indicadores serviran como antecedentes para estudios posteriores.



IV. HIPOTESIS

Los patrones de comportamiento de delfines en cautiverio (Tursiops truncatus)
se ven afectados a medida que incrementa el numero de actividades que realizan
durante el dia. Asimismo, los niveles de cortisol salival aumentan en respuesta de un

estimulo negativo o a medida que incrementa la actividad.

V. OBJETIVOS

General:
»Evaluar pautas de comportamiento y niveles de actividad adrenal como
indicadores de bienestar a delfines en cautiverio, de acuerdo a las

actividades que realizan durante el dia.

Particulares:

»Evaluar la proporcion del tiempo que emplean los delfines en diferentes
estados conductuales, asi como la frecuencia de eventos tanto de manera
individual como social.

»Determinar niveles de cortisol salival en delfines cautivos de acuerdo a las

actividades que realizan durante el dia.



VI. METODOLOGIA

6.1. Localizacion de los sitios de estudio.

La presente investigacion se realizé en 2 acuarios de la Ciudad de México, los cuales
pertenecen a la empresa Convimar. El acuario de Atlantis se ubica en la 32 seccién del
Bosque de Chapultepec, mientras que el de Aragén se localiza en el interior del Bosque
del mismo nombre (Figuras 1y 2).

Figura 1. Vista del estanque principal
del acuario Atlantis, empresa del acuario Aragén, empresa
Convimar, México D., F. Convimar, México D., F.

Los delfines utilizados en este estudio pertenecen a la especie Tursiops truncatus
mejor conocidos como delfin nariz de botella (Cuadro1), desde su captura fueron
sometidos a rutinas de entrenamiento para realizar diferentes actividades como:
delfinoterapia, nado con delfines y espectaculos. Es importante sefialar que en ambos
acuarios se llevan a cabo las mismas actividades, sin embargo el numero de éstas fue
diferente debido a la demanda que hubo por parte del publico. La ejecucion de estas
actividades estuvo regulada por los entrenadores de cada acuario (Cuadro 2).
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Cuadro 1. Datos generales de los cuatro delfines de la especie Tursiops truncatus
observados durante el periodo de octubre del 2002 a enero de 2003 en
el estudio: “Medicién del comportamiento y cortisol salival” realizado en
dos acuarios de la ciudad de México, ambos pertenecientes a la
empresa Convimar.

Delfin Sexo Edad Acuario Tiempo
aproximada en
cautiverio
Holbox ' & 18 afios Aragén 8 afios
Byré6n @ & 8 afos Aragén 4 afios
Baxal 3 18 afios Atlantis 10 afos
Isis Q 21 afios Atlantis 10 afios

(*) Individuos de Tos cuales se obtuvo muestra de saliva

Las sesiones de terapia tuvieron una duracion aproximada de 50 minutos, el
nado o buceo de 20 y los espectaculos de 40 minutos. En ambos acuarios se
alimenta a los delfines durante la ejecucion de actividades, excepto los lunes que
son los dias de descanso para los delfines, en estos dias son alimentados en dos
horarios a las 10:00 y a 1as16:00 hrs.

Cuadro 2. Actividades que se llevan a cabo en dos acuarios de la ciudad de
México, ambos pertenecientes a la Empresa Convimar. Las
actividades pueden variar dependiendo de la demanda por parte
del publico.

Acuario ACTIVIDADES

¢ Delfinoterapia Espectaculos Nado o buceo

Atlantis 2 veces al dia de martes 1 espectaculo por dia de martes aviernesy 1 vez al dia en
a viernes 2 6 3 los fines de semana sabados y domingos

1 vez por dia de martes 1 6 2 espectaculos por dia entre semanay 1 vez por dia en

Aragon a jueves 2 6 3 los fines de semana sabados y domingos

**El numero de actividades por dia dependio de la demanda que hubo para esa actividad en cada uno de los
acuarios.

15



6.2. Medicion de los patrones de comportamiento.

Previo al periodo de observacion se realizé un muestreo ad-libitum con la
finalidad de conocer el repertorio de conductas. Esto permitié la elaboracion de un
catalogo, en el cual se definieron las pautas conductuales que exhiben los delfines
en cautiverio (Apéndice |). Para la elaboracién de dicho catalogo nos basamos en
estudios previos realizados en el departamento de Etologia y Fauna Silvestre de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia bajo la direccién del Dr. Francisco
Galindo Maldonado (Cuadro 3).

Una vez estandarizado el catalogo de conductas se llevaron a cabo las
observaciones alternando ambos acuarios. Un total de 400 horas de observacion
fueron distribuidas durante el periodo comprendido de octubre del 2002 a enero
del 2003. De este total 152 hrs. se observaron en el acuario de Atlantis y el resto
en el acuario de Aragon. El comportamiento de los delfines se observé desde un
punto ubicado en la parte superior del acuario, desde el cual se tenia visibilidad a
todo el estanque y desde donde se evitd que nuestra presencia influenciara su
comportamiento. Las observaciones fueron realizadas con luz natural iniciando a

las 9:00 y finalizando a las 17:00 hrs. (8 hrs. diarias).

Para conocer la proporcion del tiempo que emplean los delfines en diferentes
estados conductuales y la frecuencia de eventos tanto de manera individual como
al socializar con otro individuo se realizaron muestreos focales de una hora de
duracién alternando los animales de tal manera que se tuvieron cuatro horas de

observacién por dia para cada delfin (Cuadro 4).



Cuadro 3.

Listado de pautas de comportamiento que fueron registradas durante

las observaciones realizadas a cuatro delfines cautivos en dos
acuarios de la ciudad de México.

Comportamiento

Descripcion

ESTADOS:
Nado

Reposo
Inmersién

Espia

Juego con objetos

Nado contra reloj

Desplazamiento hacia delante en donde la cabeza se traslada antes que el resto del
cuerpo. (direccion a favor de las manecillas del reloj).

Estado inmévil en donde generalmente el delfin permanece en la superficie.

Ninguna parte del cuerpo esta fuera del agua, la posicién puede ser horizontal, vertical 6
diagonal.

El delfin se encuentra en posicion vertical con la cabeza fuera del agua y eleva su cuerpo
ayudandose con la aleta caudal, seguido por un movimiento de regreso al agua en la misma
posicion (puede ser un movimiento repetitivo).

El delfin interactia con objetos tales como: boyas, cuerdas, pelotas, gusanos de hule
espuma etc., (puede sumergirlos, morderlos, aventarlos).

Desplazamiento en contra de las manecillas del reloj.

Rascar Frotacion de cualquier parte del cuerpo con las paredes o los bordes de la alberca.

Interaccion Encuentros ofensivos o defensivos

agonistica

EVENTOS:

Saltos Movimiento ascendente hacia el aire, elevandose por encima de la superficie del agua,
seguido por una reentrada que puede ser limpia o ruidosa. La ejecucion puede ser
sincrénica o asincronica.

Cuadro 4. Cronograma de observaciones para evaluar los patrones de
comportamiento de cuatro delfines cautivos en dos acuarios de la
ciudad de México.

Hora Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes Sabado Domingo
Acuario Aragon Acuario Atlantis  Acuario Aragon  Acuario Atlantis

09:00 - 10:00 Holbox Baxal Byrén [sis caww meme mme

10:00 - 11:00 Byrén Isis Holbox Baval  sosw amws seen

11:00 - 12:00 Holbox Baxal Byron 8IS sesa weane wwen

12:00 - 13:00 Byrén Isis Holbox Baxal e camss ass

13:00 - 14:00 Holbox Baxal Byron IS eems swmss mamss

14.00 - 15:00 Byrén Isis Holbox Baxal  sose ssws

15:00 — 16:00 Holbox Baxal Byron IS8 e ssows

16:00 - 17:00 Byron Isis Holbox Baxal ... ...

** De igual manera se alternaron ambos acuarios



Como se habia mencionado, el numero de actividades por dia varié
constantemente en base de la demanda del publico, por ello y para determinar si
la intensidad de las actividades influye en los patrones de comportamiento y en los
niveles de cortisol se clasificaron los dias en tres grupos: 1) Dias sin actividad, 2)
Dias con mediana actividad (de una a dos actividades por dia, principalmente
delfinoterapia y espectaculo) y 3) Dias con alta actividad (tres 6 mas actividades
que podrian ser nado y espectaculos).

6.3. Maedicion del cortisol salival.

Para determinar los niveles de estrés en los delfines se empleo un método no
invasivo, el cual consistio en la obtencién de muestras de saliva; cuatro muestras
por dia de observaciéon para cada delfin (Cuadro 5). Se entrend a los delfines para
que salieran a plataforma y escurrieran el exceso de agua contenido en la boca.
Posteriormente se introdujo a la boca del delfin un hisopo de algodén 100 %
natural de 15 cm de largo, el cual fue tratado previamente con éter para eliminar
impurezas (Figura 3). Una vez obtenida la muestra se procedié a congelarla para

su posterior analisis en el laboratorio.

Tabla 5. A los dos delfines del acuario Aragon se les tomaron muestras de
saliva para analizar niveles de cortisol. Las muestras fueron obtenidas
en cuatro horarios a lo largo del dia.

Horario de muestreo  Dias sin actividad Dias de mediana actividad Dias de alta actividad
09:30 a.m. En ayuno En ayuno En ayuno
Normalmente
11:30 a.m. Sin actividad Normalmente después de la terapia. después de la terapia o el nado.
15:00 p.m. Sin actividad Normalmente después de la terapia + Normalmente después de la terapia
1 espectaculo. o el nado + 2 espectaculos.

17:00 p.m. Al final del dia sin Al final del dia después de la terapia y Al final del dia después de la

actividad el espectaculo. terapia o nado + 3 espectaculos.




Figura3. | o dos delfines del acuario Aragén respondieron a un

entrenamiento previo para la obtencién de muestras de
saliva, el cual consisti6 en hacerlos salir a plataforma
para que escurrieran el exceso de agua contenido en la
boca y posteriormente introducir un hisopo de algodén
para obtener la muestra.

6.4. Analisis de laboratorio.

En el laboratorio se centrifugaron las muestras durante 15 min a 3000 rpm.,
la cantidad de saliva obtenida fue colocada en tubos eppendort de 1.5 ml. Se
etiquetaron y congelaron a - 20°C hasta el momento de su analisis el cual se llevo
a cabo en el laboratorio de Fisiologia del departamento de Biofisica y
Neurociencias del CINVESTAV bajo la supervision de la Dra. Marta Romano y del
Bidlogo Ricardo Valdez.

La concentracion de cortisol se determind por medio de la técnica de
radioinmunoanalisis (RIA), en la cual se utilizé Tritio. Se utilizé como anticuerpo el
anticortisol de conejo (3/CMO) de Chemicon con maxima especificidad para
cortisol. El trazador utilizado fue la hidrocortisona [1,2,6,7->H(N)] 70-100 Ci/mmol,
1 mCi ml de etanol de NEN Life Science Products, Inc. La curva estandar se
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realizo de 6 puntos: 100, 50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125 pg/ml de hormona fria
(hidrocortisona).

La determinacién de cortisol por radioinmunoanalisis (RIA), se realizé segun
una modificacion del método descrito por Pérez et al., (1999).

A partir de una muestra repetida en todos los ensayos se obtuvo el
coeficiente de variacion Inter-ensayo CV= 6.23 (N=5) (Bedolla et al., 1984,
Zambrano y Diaz, 1996). El coeficiente de variacién intra-ensayo fue calculado a
partir de las cuatro repeticiones de la concentracion 12.5 pg/ml de la curva
estandar en dos puntos del RIA CV= 2.6138 (promedio).

6.5. Analisis estadistico.

El analisis estadistico se realizo con el software Statistica®. En todas las
pruebas se tomé un intervalo de confianza del 95% (p < 0.05) (Siegel y Castellan
2003). Para conocer el porcentaje de tiempo que emplean los delfines en los
diferentes estados conductuales se compararon los tres dias de actividad
mediante un analisis de varianza paramétrico ANOVA (de una via). Esta
comparacion se realizd6 por hora de observaciéon, es decir la primera hora de
observacién de los dias sin actividad se compar6 contra la primera hora de los
dias de mediana y alta actividad. A los resultados de este analisis que indicaron
diferencias significativas se les aplicd una prueba de comparaciones pareadas
(Prueba de Tukey) para determinar el origen de la diferencia. De igual manera se
analizaron los datos de cortisol, sélo que la comparaciéon se hizo de acuerdo al
horario de muestreo (Cuadro 5).

A través de un analisis de varianza ANOVA (de una via) se determin¢ si las
actividades que realizan los delfines tienen un efecto sobre su comportamiento. El
analisis involucra la presencia o ausencia de la actividad (e.g. delfinoterapia), en
donde el porcentaje de tiempo que emplean los delfines para un comportamiento
determinado en la hora posterior a la ejecucién de la actividad fue comparado con

el porcentaje de tiempo de la misma hora de observacion de los dias sin actividad.
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Para conocer la proporcion del tiempo que emplean los delfines nadando de
manera individual o en pareja se empled un

analisis no paramétrico, (Prueba de Friedman). Cabe senalar que para analizar los
patrones de comportamiento se eliminé el tiempo en el cual los delfines estuvieron
dirigidos por un entrenador y sélo se tomo el tiempo en que los delfines actuaron
de manera libre.



VIL. RESULTADOS

Debido a que el numero de delfines fue muy reducido (n= 4) no se pudieron
realizar comparaciones entre ellos y menos aun entre acuarios, por tal motivo se
presentan los resultados de manera individual.

Holbox distribuye 64% de su tiempo en el comportamiento de nado, mientras
que en el comportamiento de reposo ocupa sélo el 31% y el 4% es dedicado al
comportamiento de inmersion. Con respecto a esta distribucion del tiempo que
emplea en los diferentes patrones de comportamiento se analiz6 el efecto

producido por las actividades que realiza durante el dia.

7.1.  Efecto de la intensidad de actividad en los patrones de
comportamiento de Holbox.

Nado: Al comparar cada hora de observacion entre los diferentes dias de
actividad (i.e. dias sin actividad, dias de mediana actividad y dias de alta
actividad) se encontraron diferencias significativas en la tercera y cuarta hora de
observacion. En ambas, la proporcion del tiempo disminuye significativamente
conforme aumenta la actividad (3™ hora ANOVA, n= 31, g.l.= 2, F=4.09, p<0.01;
42 hora ANOVA, n= 31, g.l.= 2, F=4.93, p<0.01), como consecuencia de la
disminucion de nado en la cuarta hora de observacion se registra un aumento en
el comportamiento de reposo (4 ' hora ANOVA, n= 31, g.l.= 2, F= 5.67, p< 0.001)
(Cuadro 6).
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Cuadro 6. Durante el analisis de los patrones de comportamiento se compararon
los diferentes dias de actividad. En aquellos comportamientos en
donde se encontraron diferencias significativas se aplico la prueba de
comparaciones pareadas (Prueba de Tukey) para determinar el origen
de la diferencia estadistica.

Delfin: Holbox Proporcién de tiempo empleado en diferentes
patrones de comportamiento

Hora Dias sin Dias con mediana Dias con alta
Comportamiento comparada actividad actividad actividad
Nado Tercera 81.8 % 71.0% 60.4 %
Nado Cuarta 85.8 % 70.9 % 62.0 %
Reposo Cuarta 5.1 % 11.5% 25.2 %
Espia Cuarta 34% 13.5 % 7.0 %
Nado contra manecillas del Segunda 0.6 % 0.08 % 0.5%
reloj

** En rojo se presentan los resultados que indican el origen de la diferencia.

En el comportamiento de espia se registraron diferencias significativas en la
cuarta hora de observacion (ANOVA, n= 31, g.1.=2, F= 4.26, p< 0.01).

De igual manera al comparar los diferentes dias de actividad se encontraron
diferencias significativas en el comportamiento de nado en contra de las
manecillas del reloj. Esta diferencia se registr6 en la segunda hora de
observacion (ANOVA, n= 31, g.1.=2, F=23301.36, p< 0.001).

No se encontraron diferencias significativas (p> 0.05) en los comportamientos
de rascar, interaccion agonista y juego con objetos.

7.2. Efecto de las actividades en los patrones de comportamiento.

El porcentaje de tiempo que emplea Holbox en el comportamiento de
inmersion aumenta significativamente al finalizar la terapia, mientras que en los
dias en los que no se realiza esta actividad, el porcentaje de inmersién es menor
(ANOVA, n=31, g.I.=1, F=12.5, p< 0.001).

* Dias con terapia = 10.42%

* Dias sin terapia = 4.92%.



Al comparar los dias en los que se llevan a cabo los espectaculos contra los
dias en los que no se realiza esta actividad se encontro que al finalizar el
espectaculo hay una disminucion en el comportamiento de nado y en
consecuencia un aumento en el tiempo de reposo (Nado / ANOVA, n= 31, g. |.=1,
F =45, p<0.01; Reposo / ANOVA, n= 31, g.I.=1, F= 9.7, p<0.001).

= Dias con espectaculo: Nado = 63.77%, Reposo = 22.36%
* Dias sin espectaculo: Nado = 77.19%, Reposo = 6.28%

No se registro efecto de la actividad de nado dirigido en los patrones de
comportamiento.

7.3. Efecto de la intensidad de actividad en los patrones de comportamiento
de Byron.

En promedio Byron dedica el 67% de su tiempo en el comportamiento de
nado, 16% en el de reposo, 6% en el de inmersion y 8% al comportamiento de
espia.

La diferencia en la proporcion del tiempo que emplea Byrén en el
comportamiento de nado se da al comparar los dias sin actividad contra los dias
de alta actividad en la segunda hora de observacion (ANOVA n=31, g.l.=2, F=
5.74, p< 0.001). Asimismo se encontraron diferencias significativas en el
comportamiento de inmersion, al comparar la tercera hora de observacion de los
diferentes dias de actividad (ANOVA n=31, g.l.=2, F=4.5, p< 0.01) (Ver Tabla 7).

El comportamiento de espia también se ve afectado por el incremento de las
actividades que realiza este delfin. Esta diferencia se da en la cuarta hora de
observacion (ANOVA n=31, g.1.=2, F= 3.6, p< 0.01) (Cuadro 7).



Cuadro 7. En aquellos comportamientos que se encontraron diferencias
significativas se aplicé la prueba de comparaciones pareadas
(Prueba de Tukey) para determinar el origen de la diferencia

estadistica.
Delfin: Byrén Proporcion de tiempo empleado en diferentes
patrones de comportamiento

Hora Dias sin Dias con mediana Dias con alta
Comportamiento comparada  actividad actividad actividad
Nado Segunda 80.5% 69.3 % 55.0 %
Inmersién Tercera 40 % 4.9 % 10.5 %
Espia Cuarta 7.3% 9.3 % 19.8 %
** En rojo se presentan los resultados que indican el origen de la diferencia, es decir entre que dias se da la

diferencia estadistica.

7.4. Efecto de las actividades en los patrones de comportamiento.

Contrario a los resultados obtenidos para Holbox, en Byrén la actividad de
nado con delfines tiene efecto sobre los comportamientos de nado y de reposo
(ANOVA, n=31, g.l.=1, F= 8.0, p< 0.001, ANOVA n=31, g.l.=2, F=6.29, p< 0.01,
respectivamente).

= Dias de nado con delfines: Nado = 32.0 %, Reposo = 30.0 %
* Dias sin nado con delfines: Nado = 68.6 %, Reposo = 12.6 %

A medida que aumenta el numero de espectaculos, también aumenta el
porcentaje de tiempo que Byron dedica a espiar, este aumento se registra en la
cuarta hora de observacion de los dias en los que se lleva a cabo esta actividad
(ANOVA, n=31, g.l.=1, F=8.26, p<0.001).

* Dias con 2 o 3 espectaculos: Espia = 19.4 %
» Dias sin espectaculos: Espia=7.8 %
Por lo que se refiere a los comportamientos agonistas, juego con objetos,

nado contra reloj y rascar no se encontraron diferencias significativas p>0.05.
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7.5. Efecto de la intensidad de actividad en los patrones de

comportamiento de Baxal e Isis.

El tiempo promedio que Baxal dedica al comportamiento de nado es de 64%,
mientras que en el comportamiento de reposo dedica el 15%, el resto (21%) lo
dedica a los comportamientos de inmersion, espiar y rascar. Isis, por su parte
distribuye el 81% de su tiempo al comportamiento de nado, 13% al de reposo y
solo el 2% al comportamiento de inmersion.

Para los delfines de Atlantis, Baxal e Isis el incremento de la actividad no
tiene efecto en los patrones de comportamiento. En ambos delfines se realizé la
comparacion de las cuatro horas de observacion de los diferentes dias de

actividad y se obtuvo un valor de p > 0.05.

7.6. Efecto de las actividades en los patrones de comportamiento de Baxal.

Para este delfin se encontré un efecto significativo (ANOVA, n= 19, g.l.= 1,
F= 7.3, p < 0.01) en los dias en que se presentan 2 espectaculos, la proporcion
del tiempo en el comportamiento de reposo aumenta considerablemente al
finalizar el segundo espectaculo. Ademas se observo que en los dias que se da la
terapia el delfin aumenta su comportamiento de inmersion (ANOVA, n= 19, g.l.=
1,F=6.2, p< 0.01).

7.7. Efecto de las actividades en los patrones de comportamiento de Isis.

Al analizar el efecto que produce un segundo espectaculo se encontré un
aumento significativo (ANOVA, n=15, gl.= 1, F= 5.7, p < 0.01) en la proporcion del
tiempo que emplea esta hembra en el comportamiento de reposo. Asimismo se
observa el efecto que produce una segunda terapia en el comportamiento de
espiar, el cual aumenta significativamente al finalizar la terapia (Anova n=15, gl.=
1, F=5.52, p < 0.04).

26



7.8. Analisis estadistico de los eventos registrados durante el periodo de

observacion para los cuatro delfines.

En la frecuencia de saltos, no se observaron diferencias estadisticas al
comparar los tres dias de actividad, tampoco se encontré efecto de las actividades
que realizan los delfines sobre estos eventos. Estos resultados fueron similares en
los cuatro delfines p > 0.05.

Finalmente, la proporcion de tiempo que emplean los delfines en el
comportamiento de nado de manera individual y en pareja se analizd con una
prueba no paramétrica (Friedman, ANOVA), obteniendo diferencias significativas
en ambas situaciones para cada delfin (Cuadro 8). De igual manera se
encontraron diferencias significativas (p < 0.05) al analizar este comportamiento a

lo largo del dia. (Apéndice IlI).

Cuadro 8. Proporcion de tiempo que emplean los delfines en el comportamiento
de nado en pareja o de forma individual. Los resultados indican que en
los 4 delfines el comportamiento social ha disminuido significativamente
ya que la mayor parte del tiempo la pasan nadando de manera

individual.
Delfin (N) % tiempo *SD % tiempo *SD Valor de p
(nado en pareja) (nado sélo)
Holbox 12 19.54 £+ 9.84 79.81 £ 10.09 p< .0005
Byrén 12 24.15+11.8 7484 £11.8 p< .0005
Baxal 12 36.61 +7.59 63.38 £7.59 p< .0005
Isis 12 37.96 + 12.38 62.03 £ 12.38 p< .0039

** Los valores se presentan en promedio + SD
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7.9. Actividad Adrenocortical en Holbox y Byron ambos pertenecientes al
acuario Aragon.

Soélo se obtuvieron muestras de cortisol salival de dos delfines, ambos
pertenecientes al acuario de Aragon. Un total de 248 muestras de saliva fueron
analizadas mediante el sistema de RIA, 124 de ellas pertenecientes a Holbox y el
resto a Byrén. El rango de cortisol salival para estos delfines fue de 24.10 £ 7.17 a
45.6 + 24.09 pg/ml.

Al comparar los dias sin actividad y los dias de alta actividad no se
encontraron diferencias estadisticas en los niveles de cortisol tanto en Holbox
como en Byrén (Holbox-ANOVA n=21, gl.= 1, F=3.4, p > 0.08; Byron-ANOVA
n=21, gl.=1, F= 2.2, p > 0.1). Sin embargo, en los dias de alta actividad se observa
una tendencia a aumentar los niveles de cortisol conforme transcurren las horas
del dia en ambos delfines, mientras que en los dias sin actividad los niveles de
cortisol permanecen mas o menos constantes a lo largo del dia (Graficas 1y 2
respectivamente).

En la cuarta hora de observacién de los dias de alta actividad se registra una
concentracion promedio de 45.61 + 24.09 pg/ml para Holbox y 40.33 + 18.36
pg/ml para Byron. Para los dias sin actividad la concentracion promedio fue de
28.29 £ 5.11 y 26.48 + 13.65 pg/ml respectivamente. (Cuadro.9).
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Al comparar los dias de mediana actividad contra los dias de alta actividad no
se observaron diferencias significativas (p > 0.05). No obstante, en los dias de
mediana actividad se observa un incremento en la concentracion de cortisol de la
segunda muestra del dia. Cabe sefialar que la segunda muestra se tomé a las
11:30 a.m., posterior a la delfinoterapia, lo cual nos indica que en ambos delfines
incrementaron los niveles de cortisol después de esta actividad.(Grafica 3).
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Grafica 1. Fluctuacion de cortisol salival en Holbox a lo largo del dia de acuerdo a
los diferentes dias de actividad. En este delfin se observa incremento en
la concentracion de cortisol los dias de mediana y alta actividad
conforme transcurre el dia.
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Grafica 2. Fluctuacion de cortisol salival en Byrén, a lo largo del dia de acuerdo a
los diferentes dias de actividad. En este delfin se observa incremento en
la concentracion de cortisol en la Gltima hora de los dias de alta actividad.
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Grafica 3. Niveles de cortisol salival obtenidos para Holbox y Byrén en los dias
en que se llevo a cabo la delfinoterapia. En el recuadro se observa un
incremento en la concentracion de cortisol una vez finalizada la esta
actividad.



VIIl. DISCUSION

8.1. Comportamiento.

Muchas especies de animales silvestres han sido capturadas para
mantenerlas en cautiverio, entre ellas se encuentran los delfines, los cuales han
tenido que enfrentar diversos cambios fisicos y sociales. En vida libre los delfines
exhiben comportamientos que nunca van a poder desarrollar en cautiverio (e.g
buceo, captura de alimento, socializaciéon, entre mucos mas) (Kyngdon, et al.,
2003). Ademas de este cambio enfrentan un proceso de aprendizaje en donde son
sometidos a rutinas de entrenamiento para posteriormente ser exhibidos en
espectaculos o como en el caso de los acuarios Atlantis y Aragon utilizarlos en
terapias y nado con ellos. Durante este proceso la mayoria de animales se
enfrentan a diversos factores que modulan las habilidades cognitivas de cada
especie (Mendl, 1999; Duncan y Petherick, 1991).

Estas habilidades que les permitiran adaptarse a condiciones de cautiverio
dependen de factores genéticos, experiencia y grado de semejanza de su albergue
a su habitat natural (Carlstead, 1996). En el caso de los delfines por muy grande
que sea el albergue nunca va a ser suficiente para que ellos puedan exhibir
comportamientos propios de la especie, por el contrario estos animales podrian
desarrollar conductas anormales. Kyngdon y colaboradores (2003) reportan como
una estereotipia el que delfines del acuario Marineland en Nueva Zelanda
presenten una conducta redirigida al hacer sonar una campana sin que esto tenga
una funcién obvia.

Si el estrés del alojamiento y el manejo de los animales afectan habilidades
como el aprendizaje y la memoria esto podria conducir a problemas de bienestar
(Mendl, 1999). En cautiverio los delfines como la mayoria de las especies enfrentan
un proceso de aprendizaje y memoria, el cual les va a permitir realizar diversas
actividades. Durante este proceso los delfines deben interactuar con los humanos,

lo cual puede afectar su comportamiento. Como sabemos una de las causas del
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estrés cronico en la mayoria de las especies en cautiverio es la incapacidad de
responder a situaciones de miedo con respuestas de evasion o de escape
(Carlstead y Shepherson, 2000).

En animales cautivos se han reportado conductas de agresividad a
congéneres en situaciones de pérdida de control, las cuales podrian ser resultado
de una respuesta a factores de estrés (Carlstead, 1996). Durante el presente
estudio no se registro agresividad entre la pareja de encierro ni agresividad hacia la
gente que interactua con ellos. Asimismo, no se registraron conductas
estereotipadas en ninguno de los delfines. Cabe mencionar que durante el tiempo
que durd este estudio se observd constantemente a los delfines del acuario de
Atlantis frotar su cuerpo con los bordes de la piscina, lo cual seguramente es una
consecuencia del uso de productos quimicos en estos acuarios. Este
comportamiento solo se observo en dos ocasiones en los delfines del acuario de

Aragon.

8.2. Efecto de la interaccion delfin — humano.

Son pocos los estudios realizados en relacion al comportamiento de delfines
en cautiverio. Kyngdon y colaboradores (2003) estudiaron las respuestas de
comportamiento de la especie Delphinus delphis al programa de nado con delfines.
En este estudio, los resultados indican que no hay senales de una afeccion en el
comportamiento de los delfines o que éstos no quieran nadadores dentro de su
estanque, por el contrario parece ser que estos animales se encuentran habituados
a la presencia de humanos y han adaptado el uso de su area de refugio a enfrentar
su presencia. Asimismo concluyen que no hay evidencia de un pobre bienestar en
la respuesta de los delfines hacia los nadadores. Por su parte Samuels y Spradlin
(1995) cuantificaron respuestas negativas en el comportamiento de los delfines
durante un estudio piloto de un programa de nado con delfines realizado en
Estados Unidos, en este estudio observaron que los delfines estan en riesgo

cuando son incapaces de evitar o rechazar las interacciones con humanos.
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Ademas la designacion de un area como limite a nadadores (o area prohibida)
podria no ser adecuada si los delfines perciben que es aversiva o de dificil acceso.
En un estudio reciente Samuels y Bejder (2004) manifiestan su desacuerdo con la
practica de esta actividad, ya que debido a la popularidad que ha registrado en los
ultimos afnos se ha convertido en una empresa que ha sobre-explotado el uso de
los delfines. Ademas reportan que durante la practica de esta actividad los delfines
se ven condicionados a realizar algunos comportamientos para obtener su
alimento.

La interaccion de los humanos con los animales da como resultado una
respuesta de miedo que a su vez desencadena una respuesta bioldgica, tanto
conductual como fisiolégica, para intentar enfrentar ese factor de estrés
(Hemsworth y Barnett, 2000). Esto hace pensar que para los delfines la interaccion
con los humanos es una factor que afecta sus patrones de comportamiento.

Durante la realizacion de este estudio se observé que los delfines enfrentan
frecuentemente la privacion de su alimento ya que para obtenerlo deben participar
en programas de nado, delfinoterapias y exhibicion de espectaculos. Ademas de
esto enfrentan otros estimulos negativos como el ruido, la calidad de agua, y el
espacio entre otros. La privacion del alimento incrementa la circulacion de los
niveles de cortisol, tal que los animales en vida libre muestran claramente
correlaciones negativas entre las medidas de cortisol y la disponibilidad de alimento
(Muller and Wrangham, 2004). Situaciones de pérdida de control del medio pueden
originar respuestas de agresion dirigida a congéneres aun cuando se trate de

animales anteriormente familiares (Mendl, 1999).

8.3. Efecto de las actividades que realizan los delfines sobre el

comportamiento.

Estudios relacionados con el comportamiento de reposo de los delfines en
cautiverio indican plasticidad de este comportamiento de acuerdo a Ia situacion que

los delfines enfrentan durante el dia (Sekiguchi y Kohshima, 2003). Nuestros
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resultados indican una modulacién del comportamiento de acuerdo a la intensidad
de trabajo realizado. En los dias de alta actividad se registré un incremento en el
comportamiento de reposo principalmente al finalizar cada una de las actividades,
mientras que en los dias en que los delfines no tienen actividades dirigidas se
observa un aumento significativo del comportamiento de nado.

Otro de los comportamientos que se ve afectado por las actividades que
realizan los delfines es el de espia. En dias de alta actividad, la presencia del
publico es mayor y esto trae como consecuencia que los delfines empleen mayor
proporcion del tiempo en realizar este comportamiento. En otras especies de
animales en cautiverio como por ejemplo, el lobo mexicano, la presencia del
publico afecta de manera negativa, es decir en situaciones de mayor afluencia del
publico los lobos tienden a esconderse y aumentan el tiempo de reposo en zonas
no visibles (Pifarre, 2004; Frézard y Le Pape, 2003).

Uno de los problemas del cautiverio es que los animales tienen una capacidad
muy limitada de alterar la estimulacion externa a la que estan sometidos ya que
muchos de estos estimulos son impuestos y por lo tanto no pueden ser modulados
por ellos (Carlstead, 1996). Para los delfines la imposicion de actividades como la
delfinoterapia y la realizacion de espectaculos provocan cambios de
comportamiento. Recordemos que los delfines son animales muy activos que
recorren grandes distancias a gran velocidad (Donoghue y Wheeler, 1990), y
durante la terapia son obligados a permanecer quietos durante un tiempo
aproximado de 15 minutos y ademas deben dejarse acariciar por el paciente. Esto
podria provocar frustracion y dar como resultado un comportamiento de agresion
hacia otro individuo 6 hacia los humanos.

En relacién al comportamiento de sociabilidad se encontraron diferencias
significativas. El tiempo que emplean en la actividad de nado individual es
significativamente mayor que en pareja. Dado que se trata de animales que en vida
libre se encuentran en grupos los datos de este estudio sugieren que este

comportamiento se afecta por las condiciones de cautiverio.
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En los cuatro delfines observados se encontraron diferencias significativas en
los comportamientos de nado y reposo principalmente, los cuales podrian estar
relacionados al numero de actividades que realizan por dia, asi como al esfuerzo

que realizan durante la ejecucion de estas actividades.

8.4. Respuesta de la actividad adrenocortical.

Se determinaron valores de cortisol salival en situaciones de alta, mediana y
nula actividad dando como resultado un incremento en la concentracion de cortisol
a medida que aumenta el numero de actividades realizadas por cada delfin. En
este estudio observamos que en los dias de alta actividad después de que los
delfines habian participado en una terapia o en un programa de nado participaban
en la ejecucion de tres espectaculos (casi continuos) lo cual, incrementaba
significativamente la concentracion de cortisol salival. Este incremento pudo haber
sido el resultado de una demanda del organismo para contrarrestar la energia
gastada durante la actividad fisica. Estudios realizados en corredores de alto nivel
indican que las concentraciones de cortisol salival se incrementan durante la
prueba de maraton (Cook, et al., 1987). Asimismo estudios realizados en caballos
indican que el ejercicio estimula el eje HHA incrementando las concentraciones de
cortisol. (Alexander, et al., 1996). Ejercicio agudo incrementa la secrecion de
glucocorticoides en proporcion directa de su intensidad (Muller and Wrangham,
2004).

Se sabe que el cortisol es liberado en la sangre cuando el organismo necesita
energia para superar algun reto (Nelson, 2000) como por ejemplo, una actividad
fisica intensa (Wielebnowski, 2003); por lo tanto, los datos obtenidos podrian
explicarse como resultado de la intensa actividad fisica a la que son sometidos los
animales y no como una respuesta de estrés. En lo que se refiere a los dias sin
actividad la concentracién de cortisol se mantuvo en un nivel relativamente estable

a lo largo del dia.

-
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En numerosos estudios realizados a mamiferos terrestres se ha reportado la
existencia de un ritmo circadiano en la secrecion de cortisol con una fluctuacion
diurna que va disminuyendo gradualmente con el transcurso del dia. Suzuki y
colaboradores (2003) reportaron una fluctuacion similar del cortisol en suero de dos
delfines de la especie T. truncatus. Estos autores colectaron muestras de sangre a
diferentes intervalos de tiempo. Los resultados obtenidos al colectar muestras en
intervalos de 8 hrs indican altos niveles de cortisol a las 9:00 de la manana,
mientras que en intervalos de 3 hrs, se registra una concentracion aun mayor
durante la madrugada (3:00 hrs). Es importante destacar que la concentracién mas
alta de cortisol reportada por Suzuki y colaboradores se encontré durante las
primeras horas del dia y en el presente estudio la primera muestra se tomé ya
avanzada la manana (9:30 hrs.) mientras que el resto de las muestras se obtuvo a
diferentes intervalos de tiempo. Por lo tanto, es dificil comparar nuestros resultados
con los obtenidos por Suzuki y colaboradores (2003). Ademas, el método de
obtencion de muestras de cortisol en plasma utilizado por estos autores pudo haber
alterado sus resultados debido a la tension que enfrenta el animal. Por otro lado, si
tomamos en cuenta que los delfines son animales diurnos, es probable que a la
hora en que Suzuki y colaboradores reportan mayor concentracién de cortisol el
animal se encontrara en un estado de reposo y haya tenido una respuesta negativa
durante la obtencion de la muestra.

Por su parte Hernandez (1998) también reporta alta concentracién de cortisol
salival a las 9:00 de la manana en delfines con 8 anos de cautiverio, esto nos
llevaria a pensar que en nuestros resultados la mayor concentracion de cortisol se
registro minutos u horas antes de las 9:30 de la manana y conforme transcurre el
dia va disminuyendo.

Al analizar el efecto de la actividad misma en la concentracion de cortisol se
encontro que una vez finalizada la delfinoterapia, los delfines presentan un
aumento en la concentracion de cortisol, probablemente esta actividad resulta
adversa para los delfines debido a que deben permanecer quietos durante varios

minutos en cada sesion y ademas deben repetir este comportamiento en varias
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sesiones (Brensing, et al, 2003). En relacion a los espectaculos, también se
registro aumento en la concentracion de cortisol, sin embargo, no se podria
asegurar que esta actividad sea una respuesta de estrés ya que podria ser el
resultado de la actividad fisica realizada por los animales.

Con respecto al uso de cortisol salival este resulta un método no-invasivo de
facil obtencion que disminuye el efecto traumatico que pudiera enfrentar el delfin.
En el presente estudio so6lo dos de los cuatro delfines respondieron al
entrenamiento para la obtencibn de muestras, los otros dos, evadieron
constantemente las senales de entrenamiento, probablemente debido al cambio
constante de entrenadores en este acuario. Es importante enfatizar que para que el
metodo sea realmente no-invasivo es necesario la comprension de sefales por
parte del delfin (Tschudin et al., 2001), mismas que le permitan ejecutar la accién y
posteriormente repetirla sin que esto le cause una respuesta de estrés. Esta accion

debera ser recompensada.

8.5. Comentarios finales.

La actividad de nado con delfines se ha incrementado notablemente en los
ultimos anos, es por ello que se deben realizar estudios relacionados con el
bienestar de esta especie. A la fecha se tiene poca informacion en relacién al
comportamiento en cautiverio de estos mamiferos, y mas aun se desconoce si
estos animales presentan conductas anormales provocadas por estrés.

Mientras Kyngdon (2003) argumenta que los delfines del acuario de
Marineland en Nueva Zelanda se han habituado a la presencia de los humanos,
esto podria no ser asi, sino mas bien los delfines han aprendido a interactuar con el
humano por un interés propio, ya que de esta interaccion van a obtener su
alimento. Profundizar en estudios relacionados con la interaccion humano-delfin
podrian determinar si existe o no un efecto negativo en el comportamiento de estos

mamiferos. Asimismo seria de gran utilidad ampliar el conocimiento de la actividad
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adrenal en delfines en cautiverio empleando técnicas no-invasivas de tal manera
que no se influenciaran los resultados.

En los programas de conservacion el principal reto es lograr la reproduccion
en cautiverio por ello es necesario ampliar la informacion del comportamiento. Si,
en los acuarios ademas se pretende ampliar el conocimiento de la biologia de
estos cetaceos, entonces todos los esfuerzos deben estar dirigidos al bienestar y

manejo adecuado de estos animales manteniéndolos en 6ptimas condiciones.
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Apéndice |. Catalogo de conductas (etograma),utilizado en la observacion de

cuatro delfines de la especie Tursiops truncatus, cautivos en dos
acuarios de la Empresa Convimar, en la ciudad de México.

ETOGRAMA

Conducta Descripcion

ESTADOS: Desplazamiento del delfin a través del agua, en donde la cabeza se traslada antes que el resto del

Nado cuerpo. Durante este comportamiento la posicion del cuerpo puede ser:

= Dorsal. Eje longitudinal del cuerpo paralelo a la superficie del agua con la aleta dorsal orientada
hacia arriba. El angulo con respecto a la superficie es de 0°.
« Ventral. Eje longitudinal del cuerpo paralelo a la superficie del agua con el vientre orientado
hacia arriba. El &ngulo con respecto a la superficie es de 0°.
« Lateral. El cuerpo esta girado 90° y la aleta dorsal esta paralela a la superficie del agua.
Reposo El delfin permanece quieto, la posicion de su cuerpo con respecto a la superficie del agua puede ser:
= Horizontal. El eje longitudinal del cuerpo es paralelo a la superficie, exponiendo la aleta dorsal
fuera del agua.
+ Vertical. El eje longitudinal del cuerpo esta perpendicular a la superficie del agua, la cabeza
puede estar dirigida hacia arriba o hacia abajo.
« Diagonal. El pedunculo caudal se encuentra inclinado formando un angulo de 45° con respecto
a la superficie del agua.

Espia El delfin se encuentra en posicion vertical con la cabeza fuera del agua y eleva su cuerpo ayudandose
con la aleta caudal, seguido por un movimiento de regreso al agua en la misma posicion (puede ser un
movimiento repetitivo).

Inmersion Ninguna parte del cuerpo esta fuera del agua, la posicion puede ser horizontal, vertical 6 diagonal.

Rasca El delfin frota cualquier parte de su cuerpo con las paredes o los bordes de la alberca.

Juego con El delfin interactia con objetos tales como: boyas, cuerdas, pelotas, gusanos de hule espuma efc.,

objetos (puede sumergirlos, morderlos, aventarlos).

Nado contra
reloj

EVENTOS:
Salto

Desplazamiento en contra de las manecillas del relo).

Movimiento ascendente, elevandose por encima de la superficie del agua, seguido por una reentrada que
puede ser limpia o ruidosa. La ejecucion puede ser sincrénica o asincronica.

Salto libre: Salida del cuerpo del animal o movimiento ascendente hacia el aire, elevandose por encima
de la superficie del agua, seguido por una reentrada que puede ser limpia o ruidosa.

Salto en arco: Ejecucion del salto hacia delante en posicion dorsal. Una porcion del pedinculo y la aleta
caudal mantienen contacto con el agua.

Salto lateral: El cuerpo del delfin asciende en posicion lateral, asumiendo un ligero o pronunciado arco
concavo en el aire y desciende en la misma posicién.

Salto dorsal: Salida del cuerpo del animal en posicion invertida, elevandose por encima de la superficie

del agua y descendiendo en posicion dorsal
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Grafica4. Porcentaje de tiempo dedicado al comportamiento de nado individual
y en pareja de acuerdo a la clasificacion de dias. Se observa que en
los tres diferentes dias de actividad Holbox dedica mayor tiempo a
nadar de manera individual que en pareja. 51
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Grafica5. Porcentaje de tiempo dedicado al comportamiento de nado individual
y en pareja de acuerdo a la clasificacion de dias. Se observa que en
los tres diferentes dias de actividad Byron dedica mayor tiempo a
nadar de manera individual que en pareja. 50
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Grafica 6.  Porcentaje de tiempo dedicado al comportamiento de nado individual
y en pareja de acuerdo a la clasificacion de dias. Se observa que en
los tres diferentes dias de actividad Baxal dedica mayor tiempo a
nadar de manera individual que en pareja. 53
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Grafica7. Porcentaje de tiempo dedicado al comportamiento de nado individual
y en pareja de acuerdo a la clasificacion de los dias. Se observaqueen 54
los dias sin actividad y en los dias de alta actividad Isis dedica mayor
tiempo a nadar sola.
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