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RESUMEN

Hoy en dia la evaluacién conductual junto con las determinaciones de niveles de
hormonas corticoadrenales, han sido herramientas muy Utiles para evaluar la respuesta a
estresores como por ejemplo, cambios en el ambiente. La mayoria de los estudios se
enfocan a evaluar en un periodo corto, la presencia de cambios significativos de tipo
hormonal y conductual como respuesta a un estresor, pero no se da un seguimiento a
largo plazo de estas respuestas. Las evaluaciones a largo plazo nos proporcionarian
informacion valiosa, ya que no solo nos indicarian si se presentd un cambio de tipo
conductual u hormonal ante el estresor, sino también si esta enfrentando de forma
exitosa este cambio y cuanto tiempo le esta llevando habituarse a su nuevo habitat.

El objetivo del presente estudio fue determinar si existen diferencias y relacién de la
respuesta conductual y adrenocortical en 6 caninos silvestres (4 Canis lupus baileyi y 2
Canis latrans) y en cuatro felinos silvestres (2 Leopardus pardalis y 2 Panthera leo),
mantenidos en cautiverio; posterior a su ubicacidon en nuevos albergues. De los diez
animales muestreados se consideraron a las familias (caninos y felinos) y sexos (machos
y hembra), como los factores de estudio. Se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tiempos para regresar a valores iniciales de cortisol y de conductas
de vigilancia entre sexos p <0.05. Los niveles de cortisol en hembras al finalizar las

primeras 4 semanas posteriores al traslado no igualaron a los valores iniciales (semana
0), esto indica que probablemente la respuesta de habituacién a un nuevo albergue es
mucho mas gradual en las hembras de las especies utilizadas al hacer la comparacion
con machos. Al parecer el tamafio y la complejidad del albergue tuvieron un efecto sobre
la conducta estereotipada en locomocién ya que desaparecié en los felinos y disminuy6
en el caso de caninos. La prueba de correlacion por familias dio como resultado una
correlacion positiva y estadisticamente significativa entre los niveles de cortisol con
conductas en vigilancia (p <0.05) y de tipo negativa con las conductas estereotipadas

(p<0.05). Asi que se podria tomar a las conductas de vigilancia como un evaluador

indirecto para la respuesta a un cambio de albergue en caninos y felinos silvestres
mantenidos en cautiverio. Y en el caso de las estereotipias al parecer son parte de los
mecanismos que utilizan los animales para poder hacer frente a un evento estresante que
en este caso en particular fue el cambio de albergue. En el caso de conductas en
exploracion, se observaron diferencias significativas entre familias y sexos (p <0.05),

siendo que los felinos dedicaron mayor tiempo a conductas de exploracion en el albergue
nuevo en comparacién con los caninos y entre sexos se observd que las hembras
dedicaron mayor tiempo a explorar su albergue nuevo en comparacién con machos, asi
mismo se encontré una correlacion positiva y estadisticamente significativa entre los
niveles de cortisol y conductas en exploracion entre las hembras de los grupos
evaluados( p <0.05).

Palabras clave: cortisol, carnivoros silvestres, Lobo mexicano, Coyotes, Ocelotes, Ledn
africano, extractos fecales, habituacion, afrontar, estrés, animales de
zooldgico, conducta individual.



Summary

The behavioral evaluation together with the determination of corticoid hormones
level, have been useful tools to evaluate the stress response, as for example, the
changes in the environment.

The objective of the current study was to determine differences between the
behavior and hormonal stress response, and its relationships in six wild canids (4
Lupus baileyi and 2 Canis latrans) and in four felids (2 Leopardus pardalis and 2
Panthera leo), maintained in captivity; after its relocation in new enclosures. In the
ten animals investigated we were considered the families (canids and felids) and
sexes (males and females), as the study factors. The results in the present study,
detected statistically differences between sexes in the return time of cortisol levels.
This indicates that probably the habituation to a new enclosure is much more
slowly in the female than in the male. We detected a possible positive effect of the
new enclosure in the decrease of abnormal behavior and in the increase of the
exploratory behaviors. The correlation tests detect a statistical positive correlation
between cortisol and arousal behaviors and in the exploration behavior in the
group of females, its means that in response of a new enclosure relocate, the
females has more arousal and exploratory behavior than the males, as tools to
recollect the necessary information for the central nervous system and this is for
its habituation in the new enclosure. Even these correlation test, it detect a
statistical negative correlation between cortisol and stereotyped behavior, then
these means that the stereotypes are more than a merely abnormal behavior and
maybe they help the animals to cope with stress.

key words: cortisol, wild carnivores, Mexican grey wolf, coyote, ocelot,
African lion, fecal extract, RIA, cope with stress, stress, zoo
animals, individual behavior.



1. INTRODUCCION

1.1. IMPORTANCIA DE LA CONSERVACION EX SITU DE ANIMALES
SILVESTRES

El incremento en el nimero de especies animales en peligro de extincién ha
provocado la planeacion de estrategias efectivas de conservacion que involucran
entre otros puntos la preservacion de su habitat natural, como punto clave de
conservacion “ex-situ”. Pero en algunos casos el impacto de las actividades del
humano ha llegado a tal grado, que varias especies han desaparecido de su
habitat natural, provocando que los zoolégicos en donde se les mantenia en
cautividad, fueran el foco de inicio de programas para la recuperacion de estas
poblaciones y poder pensar en la reintroduccién de las mismas en esos lugares en
donde habian desaparecido (Kreger MD, 1995).

Desde tiempos antiguos existen los zooldgicos, pero sus funciones han ido
evolucionando a lo largo de los siglos. Al principio eran sitios de exhibicion de
especies exéticas y de recreacién para las personas que los visitaban. En la
actualidad son centros de investigacion y de educacion que se han convertido en
una herramienta invaluable para la conservacion (Hutchins M et al., 2003;
Shepherdson DJ, 1998). De hecho, la Asociacion Mundial de Parques y Acuarios
(WAZA), dentro de la estrategia mundial de conservacion 2005, declara que la
misibn mas importante de los zooldgicos es la conservacién de especies en
peligro de extincion, es por eso que los mayores esfuerzos de la investigacion van
encarados a estudios que apoyen a los programas de conservacion ex-situ de las

especies en peligro de extincion (Hutchins M et al., 2003). Pero el papel de la



conservacion ex-situ tiene importantes limitaciones. Por un lado los programas de
reproduccién no son tan exitosos como se desearia debido a la disminucion de la
variabilidad genética, lo que puede provocar endogamia (Campbell S, 1980.),
como consecuencia del numero restringido de animales que pueden albergar y de
los pocos organismos fundadores de la poblacion cautiva, ya que éstos individuos
son también una muestra reducida y sesgada de la diversidad genética y
conductual de la especie (Cuardén AD, 2004). Asi que Actualmente los zool6gicos
se estan encontrando con el reto de superar una tasa reproductiva baja y un alto
grado de consanguinidad en especies que son importantes dentro de los
programas de conservacion a nivel mundial (Cuarén AD, 2004).

Para tratar de coadyuvar estos problemas, se han planteado programas de
Colaboracion multi-institucional, en donde los intercambios de ejemplares y la
creacion de arboles genealdgicos de los mismos, han sido puntos clave para
iniciar programas de reproduccion asistida, que sean exitosos y que se evite en la
medida de lo posible problemas de consaguinidad entre individuos.

Sin embargo el bajo éxito en programas de conservacion en cautiverio, no
solo puede deberse a problemas genéticos sino a otros factores, como es la
capacidad de los animales para hacerle frente al cautiverio per se y si poseen 0 no
las herramientas necesaria para poder sobrevivir a largo plazo en esta condicion.
Debemos tener en cuenta que los animales mantenidos en cautiverio en
zooldgicos son animales silvestres, es decir, animales no domeésticos. Con ello, se
ven obligados a intentar enfrentar una situacion a la que no estan genéticamente
preparados (Tennessen T, 1989.). El cautiverio proporciona a los animales
silvestres un ambiente que difiere mucho del medio en el que se han desarrollado
(Carlstead K, 1996b), por esa razén muchos de ellos se ven incapacitados a
adaptarse a las condiciones de confinamiento (Dawkins M, 1990). La manipulacién
de algunos factores bioldgicos como la complejidad del medio que lo rodea,
factores sociales, fotoperiodo, micro clima, entre otros, han sido muy importante
para la identificacion de algunos recursos necesarios para la supervivencia y
reproduccién de las especies (Kleiman DG, 1980.). Pero es importante determinar

si los animales estan respondiendo de forma adecuada a estas manipulaciones y



qgue a largo plazo se reflejara no solo en un aumento en su taza reproductiva sino
en su habilidad de sobrevivir al cautiverio. Por ello es necesario realizar estudios
enfocados a valorar las situaciones que tienen que enfrentar en cautiverio las
diferentes especies y cuales son los factores que pueden influenciar la habituacion
al cautiverio.

Hoy en dia la evaluacion conductual junto con las determinaciones de
niveles de hormonas corticoadrenales, han sido herramientas muy Uutiles para
evaluar la respuesta a estresores como por ejemplo, cambios en el ambiente al
gue normalemte estan acostubrados los animales mantenidos en cautiverio. La
mayoria de los estudios se enfocan a evaluar en un periodo corto, la presencia de
cambios significativos de tipo hormonal y conductual como respuesta a un
estresor, pero no se da un seguimiento a largo plazo de estas respuestas. Las
evaluaciones a largo plazo nos proporcionarian informacion valiosa, ya que no
solo nos indicarian si se presenté un cambio de tipo conductual u hormonal ante el
estresor, sino también si esta enfrentando de forma exitosa este cambio y cuanto

tiempo le esta llevando habituarse a su nuevo habitat.

1.2. RESPUESTA FISIOLOGICA A ESTRES

El término estrés es usualmente utilizado para explicar el evento (estresor)
o la respuesta (respuesta a estrés). Ademas es utilizado para describir el estado
cronico de desbalance como respuesta al estrés (McEwen BS, 1999). En este
caso se utiliza el término estrés para explicar la respuesta fisiolégica y
conductual ante un estresor definido como desafio o desafios a los que los
individuos estan expuestos, que ya sea que perturben la homeostasis y requieran
una respuesta adaptativa 0 que sean interpretados como una amenaza Yy
resulten en una respuesta hormonal o conductual en dénde la homeostasis
fisioldgica no esta comprometida (Broom DM and Johnson KG, 1993; McEwen
BS, 2002), pero que a largo plazo reduce la habilidad inclusiva, definida como la
capacidad de los individuos de transmitir sus genes a futuras generaciones
(Dawkins, citado en Broom DM and Johnson KG, 1993).



El sistema fisiologico de respuesta a estrés mas comunmente estudiado
es el eje Hipotalamo-Hipofisiaria-Adrenal (HHA) y el Sistema Nervioso
Autonomo (SNA), particularmente la respuesta del simpatico a nivel medular y de
los nervios periféricos. Estos sistemas responden a lo largo de la vida de acuerdo
a los eventos estresantes asi como en los ciclos diurnos de descanso y de
actividad. Pero estos sistemas hacen mas que responder a “estresores” en si; ya
que participan en lo que comunmente es conocido como el “Sindrome General
de Adaptacion” (Broom DM and Johnson KG, 1993; McEwen BS, 2002; McEwen
BS et al., 1995). Conductualmente, estas respuestas a estrés consisten en
reacciones de pelea o huida. Biol6égicamente, estos dos mecanismos tienen
diferentes ejes. Por un lado, el pelear se relaciona a una respuesta
simpatoadrenal rapida y por otro, la defensa se relaciona a una respuesta
adrenocortical lenta (Broom DM and Johnson KG, 1993; Ursin H and OIff M,
1993). Estas respuestas no deben de estar presentes en una forma constante y
sus niveles deben de permanecer siempre en un rango preciso ya que son
esenciales en los procesos enfocados para la adaptacion y homeostasis en el
organismo, pero también participan en procesos patofisiolégicos, cuando son
producidos insuficientemente o0 en exceso, o0 sea fuera de sus rangos normales
(McEwen BS, 2002).

Asimismo, otro tipo de respuesta a un evento estresante es el incremento
en los estados de vigilancia (conductas de Alerta), acompafiado por un
incremento en la ansiedad y miedo (Ursin H and OIff M, 1993).

Los tipos de percepcién de estrés que participan en estas respuestas son
a la larga, resultado de la interpretacion de un individuo de lo que es amenaza
para él. La reaccion del organismo a esta reaccion de amenaza es la que causa
el problema, particularmente si se convierte en crénico. Contrario a lo que Hans
Selye enfatiza acerca de los estresores fisicos, los factores mentales y de
experiencias, son quizas los estresores mas poderosos (Broom DM and Johnson
KG, 1993; McEwen BS, 2002). Por ejemplo, la novedad y la anticipacion de un

castigo, aun mas que el castigo en si, son quizas factores mas potentes en la
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activacion del eje HHA y del SNA (Haile CN et al., 2001; McEwen BS, 2002,
Sapolsky RM et al., 2000).

Asimismo la percepcion del individuo a los eventos estresantes y por lo
tanto las respuestas organicas al estrés estan influenciados por experiencias
tempranas de la vida. Por ejemplo se ha visto en modelos animales, que el
estrés impredecible prenatal causa incremento en la emotividad y en la actividad
tanto del eje HHA como del SNA (Weinstock M, 1997; Weinstock M et al., 1998).
Por otro lado, manipulaciones postnatales en ratas y estrés ligero al exponerlas a
una separacion diaria de su madre, tiene un efecto contrario a los efectos del
estrés prenatal, resultando en una emotividad reducida y una reactividad
reducida tanto del eje HHA, como del SNA (McEwen BS, 2002).

Como previamente se dijo la falta de informacion (incertidumbre), y la
ausencia o pérdida de control producen alarma. Luego entonces la presencia de
informacion y de control o de mecanismos cognitivos de defensa, reducen la
presentacion o la magnitud los estados de alarma (McEwen BS, 2002; Pijlman
FT et al., 2003).

1.3. . QUE ES AFRONTAR (COPING)?

Varios autores han definido el termino afrontar en base a respuestas
fisioldgicas:

Wiepkema (1992) considera que afrontar, es la respuesta de un individuo
para reducir la respuesta a un estresor, que normalmente tiene efectos dafinos
(Wechsler B, 1995).

Dantzer (1991) afirma que si un estresor, provoca una reaccion fisioldgica
A, que se encuentra relacionada a una respuesta conductual especifica, la cual a
Su vez provoca una respuesta fisiolégica denominada B. Si la diferencia de
reaccion de B, es menor a A; entonces el individuo esta haciendo frente al
estresor (Dantzer R, 1991).

11



De acuerdo a estas definiciones, el afrontar puede presentarse tanto en
situaciones aversivas que pueden ser eliminadas por medio de muchas
respuestas para hacerle frente; como a situaciones en donde los efectos
fisiologicos adversos, pueden se atenuados por medio de varias respuestas; aun

y cuando el estresor no pueda ser eliminado.

Fraser y Broom (1990), van mas alla de una descripcion de efectos
fisioldgico y definen el afrontar, como los mecanismos necesarios para tener
estabilidad fisica y mental (Broom D M, 2004; Faser AF and Broom D M, 1990;
Galindo MF, 2004). El fracaso prolongado para enfrentar algun cambio en el
ambiente, resulta en fallas en el crecimiento, reproduccion o incluso en la muerte.
Asi un individuo puede tener los mismos problemas; pero tiene la posibilidad de
acceder a un conjunto de mecanismos para afrontarlos. Por lo tanto es posible
que pueda lidiar con ellos y pueda sobrevivir (Broom D M, 2004; Faser AF and
Broom D M, 1990; Galindo MF, 2004). La capacidad de afrontar varia entre
especies e individuos y la capacidad de una especie para responder con
conductas de su repertorio natural a las condiciones de cautiverio depende de
una compleja interaccion de factores del desarrollo, experiencia y herencia, entre
otros (Carlstead K, 1996a; Clark JD et al., 1997).

Weschler (1995) define afrontar como las respuestas comportamentales
gue tienen como objetivo el disminuir el efecto adverso de un estresor (Wechsler
B, 1995).

En forma general tomando las diferentes opiniones, se puede resumir el
termino afrontar, a la o las estrategias cognoscitivas y fisiolégicas, que le
permiten a un individuo hacer frente a un evento (estresor), que pone en peligro
su supervivencia a largo plazo y que puede ser medido, por medio de la o las

respuestas fisioldgicas o conductuales que despliega ante el estresor.
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1.3.1. MECANISMOS PARA AFRONTAR EVENTOS ESTRESANTES

Cuando un animal enfrenta un estimulo nuevo (estresor), implica la
nececidad de activar las respuestas fisioldégicas enfocadas a llevar a cabo los
ajustes necesarios para poder enfrentarse a esta nueva situacion. Estos incluyen
cambios fisiolégicos en el cerebro (McEwen BS, 2002; Zanella AJ et al., 1991),
en glandulas adrenales (Broom DM, 1988), en el sistema inmune (Kelley KW,
1985; Tizard I, 1992) y cambios en el comportamiento (Broom DM, 1988).La
magnitud y el tipo de respuesta activada por un nuevo estimulo, varia entre
especies, individuos asi como por experiencias previas. Asimismo, la capacidad
con la que pueden tener control sobre esta nueva situacion, se encuentra
relacionada con la manera en que enfrentan su medioambiente. (Broom DM,
1988; Carlstead K, 1996a; Clark JD et al., 1997; Kelley KW, 1985; Zanella AJ et
al., 1991).

El éxito de los individuos para hacer frente a estas situaciones se refleja
en su capacidad para sobrevivir y reproducirse en cautiverio y este éxito afecta a
largo plazo la capacidad de la especie para existir como una poblacién en
cautiverio (Carlstead K, 1996a; Clark JD et al., 1997).

1.3.2. Funcion de los glucorticoides en los mecanismos para afrontar

El sindrome general de adaptacion de Selye (1953), ha sido el modelo de
la respuesta a estrés. Dentro de éste, los glucocorticoides estan involucrados en
las etapas de resistencia y de agotamiento (Chrousos GP et al., 1995). Siendo en
la etapa de agotamiento, en donde se presentan la mayoria de los problemas de
tipo fisioldgico, que comprometen la supervivencia del individuo (Chrousos GP et
al., 1995; McEwen BS et al.,, 1995). Actualmente se sabe que el problema es
multifactorial y por un lado, uno de los causales principales es la mala regulacion
de glucocorticoides en receptores de CRH a nivel SNC, que da como resultado

una mala regulacién del eje HHA (Chrousos GP et al., 1995) y por otro lado, de
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neurotransmisores como son la serotonina (5H) y dopamina (DA) que son
liberados para la expresion de conductas y que tienen también una accion en la
liberacion de CRH (Chrousos GP et al., 1995; McEwen BS and Wingfield JC,
2003; Sapolsky RM et al., 2000).

Las hormonas esteroides, no solo estan relacionas a la regulacion de la
respuesta a estrés, sino también a los mecanismos necesarios, para que un
organismo tenga una repuesta adaptativa adecuada y pueda enfrentar en forma
exitosa eventos estresantes. Por ejemplo, en un inicio el encuentro con un
peligro requerira una accion rapida de evasion, en donde la actividad neural y la
movilizacion de hormonas como la epinefrina al torrente sanguineo, juegan un
rol importante. Posteriormente sobrevendra la secrecion de esteroides adrenales
de forma paulatina, apareciendo un pico minutos después del evento estresante.
Si la accion evasiva es exitosa, el animal sobrevivird y se restablecera la
homeostasis. Muy probablemente aprendera de la experiencia y aumentaran
Sus opciones en otro encuentro. Los esteroides adrenales facilitan la adaptacion
a largo plazo; esto significa que a nivel de SNC facilitan la extincion de una
respuesta de evasion condicionada (McEwen BS, 1999; McEwen BS et al.,
1986). O sea un animal ha aprendido a evitar cierto lugar donde previamente fue
agredido, en el cual tiene la oportunidad de obtener alimento y agua; pero tiempo
después descubre que ya no hay peligro. Entonces el animal tendr& la necesidad
de extinguir la respuesta de evasion, a fin de poder tomar ventaja de la
oportunidad y poder acceder a recursos. Se ha visto que los esteroides facilitan
dicha extincion y ayudan a dicha adaptacién (McEwen BS et al., 1986). Asimismo
los esteroides adrenales juegan un rol, tanto en la atencién selectiva y la
consolidacion de la informacion obtenida de los episodios de la vida diaria
(Lupien SJ and McEwen BS, 1997). Otro aspecto dentro de la adaptacion del
organismo, en donde estan involucrados los esteroides adrenales, es en los
cambios neuroquimicos en los potenciales de accidén, necesarios en el
aprendizaje (McEwen BS et al., 1995).

Tanto en ratas como en primates, la secrecion de glucocorticoides

precede a la actividad diaria y al parecer, ayuda a optimizar la efectividad en la
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actividad del hipocampo para potenciales de larga duracion (LTP) que estan
relacionados al aprendizaje. Es en este aspecto en donde los glucocorticoides
contribuyen a aumentar la atencion y a mejorar la retencion de memorias
episodicas (Lupien SJ and McEwen BS, 1997).

Por otro lado una respuesta inadecuada a estrés, o sea que el animal no
pudo lidiar con un problema de forma adecuada, causa que el eje Hipotalamo-
Hipofisis-Adrenal sea activado de forma crénica y por lo tanto el organismo esta
expuesto de forma constante a esteroides adrenales, que a largo plazo tienen un
efecto detrimental en el organismo (Broom DM and Johnson KG, 1993).

Se ha demostrado que los glucocorticoides tienen un efecto neurodegenerativo a
nivel de SNC, principalmente en regiones del hipocampo, las cuales estan
relacionadas al aprendizaje (Sapolsky RM, 2000; Sapolsky RM et al., 2000). Asi
que si por un lado los glucocorticoides estan vinculados en el aprendizaje, un
exceso de ellos causa un detrimento en el mismo y por lo tanto en la capacidad
de los individuos de poder aprender y adaptarse a situaciones nuevas y luego

entonces de sobrevivir.

1.4. EVALUACIONES DE LA RESPUESTA A ESTRES

Uno de los principales problemas a los que se enfrenta el investigador, al
tratar de determinar si un animal esta teniendo una respuesta adecuada a
eventos estresantes, es que los medios de monitoreo deben de ser lo menos
invasivo posible, para evitar un aumento de estrés y ansiedad que pueden
influenciar los resultados.

Debido a ello se han propuesto muchos parametros diferentes. Entre estos
parametros se contemplan, el analisis de la conducta, tasa de mortalidad, el
éxito reproductivo, incidencia de enfermedades, asi como la relacion que existe
entre el comportamiento y la funcion adrenocortical, como respuesta a la
presencia crénica de diversos estimulos (estrés crénico) y la influencia de esta
altima, en la actividad del sistema inmune (Broom DM, 1988; Kelley KW, 1985;
Tizard I, 1992).
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1.4.1. Evaluacién conductual

La mejor forma de detectar un problema es viéndolo. Por lo tanto un
indicador obvio de que un individuo no esta teniendo éxito en enfrentar un
problema, son los comportamientos que presenta (Broom DM and Johnson KG,
1993).

Las evaluaciones del comportamiento se basan, en determinar las
proporciones y frecuencias de presentacion de las diversas conductas que
pueden presentar durante un periodo de tiempo establecido.

En respuestas inadecuadas a eventos estresantes, como por ejemplo las
gue se presentan en animales con niveles de bienestar bajo, las evaluaciones en
conducta se dirigen principalmente a detectar la presencia de conductas
anormales o fuera de contexto, como pueden ser estereotipias, conductas
redirigidas, inactividad o agresividad (Broom DM, 1988; Broom DM and Johnson
KG, 1993). Pero también son importantes otras conductas de mantenimiento y
sociales, las cuales pueden también estar afectadas (Broom DM, 1988).

La posibilidad de medir el comportamiento, nos permite entender la
manera en que se relaciona con otras disciplinas, como la fisiologia,
endocrinologia, inmunologia, epidemiologia y produccion animal (Galindo MF,
2004). Lo cual nos permite utilizarlo como un estimador fiable, para la evaluacion

de forma indirecta y no invasiva de las mismas.

1.4.2. Evaluacién de la actividad adrenocortical

La evaluacion de la actividad adrenocortical, se realiza mediante la
determinacion de niveles de glucocorticoides (cortisol, corticosterona), que en
caso de estrés agudo o cronico generalmente aumentan. Se ha demostrado en
estudios en varias especies animales (mamiferos y aves), que el aumento de
glucocorticoides esta relacionado con estrés fisiolégico o mental. Estas
determinaciones, se han utilizado en casos de translocacion a medio ambientes
nuevos (Baker ML et al., 1998; Baker ML and Gemmell RT, 1999; Goyman W et
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al., 1999; Palme R et al., 2000; Terio KA et al., 1999), recuperacion de anestesia
(Whitten P L et al., 1998), degradacion medioambiental (Wasser S K et al., 1997)
e interacciones agresivas (Goyman W et al., 1999).Esta determinacién puede
ser llevada a cabo a partir de muestras de sangre, orina, saliva o heces.

Hoy en dia la medicién de glucocorticoides en heces, ha sido muy utilizada
para la evaluacion del grado de bienestar en diferentes especies (Brousset D,
2003; Goyman W et al., 1999; Morais NR et al., 1997; Pifarré M, 2004; Rendon
FE, 2003; Terio KA et al., 1999; Wasser S K et al., 1997; Whitten P L et al., 1998)
ya gue es relativamente facil la recoleccion de muestras fecales sin necesidad de

someter al animal a contencidn

1.5. METABOLISMO DEL CORTISOL

En la mayoria de los mamiferos, el principal glucocorticoide secretado
Ccomo respuesta a un evento estresante es el cortisol, aunque en algunas especies
de roedores como la rata, se sabe que es la corticosterona (Stratakin CA and
Chrousos GP, 1995).

Los corticosteroides se encuentran en la sangre de manera libre o unida a
proteinas como la transcortina. Una vez que han realizado su funcién son
transportados al higado para ser metabolizados, aunque también esto también
puede ocurrir en el rifidn, tejido conectivo, fibroblastos y musculo (Brownie AC,
1992; Meikle WA, 1989). Los glucocorticoides son rapidamente eliminados de la
circulacion y la vida media es de 80 a 120 minutos (Meikle WA, 1989; Vylitova M et
al., 1998).

El higado es el principal responsable de la regulacion, de la tasa a la cual el
cortisol es removido de la circulacion sanguinea. Las células hepéticas ligan al
cortisol por medio de proteinas de alta afinidad y lo metabolizan de forma
irreversible (Meikle WA, 1989). La reduccion de anillo A es el paso mas importante
en la inactivacion el cortisol (Figura 1). Esta reduccién se acompafia de dos pasos
secuenciales por dos enzimas hepaticas; una a-reductasa, que reduce el doble
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enlace entre C-4 y C-5 y una 3B-ol deshidrogenaza, que convierte la cetona a
hydoxilo.

De un 5 a un 10% del cortisol producido, es metabolizado a 17-
ketoesteroides 11-oxigenados, por medio de la via ilustrada en la figural (Meikle
WA, 1989). Otros esteroides secretados por la corteza supra adrenal son
metabolizados a 17-ketoesteroides, por ello en humanos se ha utilizado este
metabolito como punto determinante de niveles de cortisol en orina. Cerca de dos
tercios de 17-ketoesteroides se excretan en orina en el hombre y mas de tres
cuartos en la mujer. Esta diferencia entre sexos se debe a que se elevan como
resultado del metabolismo de la androstendiona. Asi en el hombre mas de un
tercio de los 17-ketoesteroides, derivan del metabolismo de la testosterona de
origen gonadal (Meikle WA, 1989).

Figura 1. Metabolis mo hep atico del cortisol
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{Modificado de Meikle Wa, 1989}
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El metabolismo hepatico del cortisol no ha sido descrito en todas las
especies; pero en conejo (Senciall IR et al., 1992), rata, raton (28)(Han A et al.,
1983) y gato doméstico (Graham LH and Brown JL, 1996) se menciona que
ocurre por medio de la oxidacién en el C-11 y la oxidacion o reduccion en C-20 y
C-21, lo que puede producir acidos 20-oxo, 21-oicos, reducciéon del anillo A o
eliminacién de la rama lateral para formar un grupo cetona en C-17 (Brownie AC,
1992).

Una vez que los &cidos biliares llegan al intestino, los esteroides sufren una
reabsorcion, pero durante su circulacion en el intestino estan expuestos a
procesos metabdlicos, por parte de los microorganismos presentes en la flora
normal intestinal, principalmente en el ileo y colon (Hill-J Makin, 1984; Meikle WA,
1989; Wasser SK, 2000). Se ha visto que la flora intestinal en ratas y humanos
pueden metabolizar cortisol a compuestos C-21 y C-19 (Cerone-McLernon AM,
1981). En el caso de metabolitos C-21 se ha encontrado 21-deoxicortisol,
tetrahidro-21-deoxicortisol y tetrahidrocortisol. Y en los C-19 se encuentran
agrupados 5B-androstano-3a, tetrahydro-21-deoxycortisol y 5¢-androstano-3a,113-
diol-17-ona (Bokkenheuser VD, 1984; Cerone-McLernon AM, 1981).

Esto da como resultado que los factores determinantes en el tipo de
metabolito que se puede obtener a partir de heces, dependen del tiempo de
trnsito intestinal y el tipo de flora intestinal, asi como de cualquier factor que
pueda llegar a modificarlos (Brown JL et al., 1994; Wasser SK, 2000).

El tiempo entre la circulacién y la excrecion en orina es corta (menos de
5hrs), pero en heces es mas larga, aproximadamente el tiempo necesario entre el
paso de la bilis al recto que es de 24-48hrs en animales con fermentacion cecal y
en carnivoros de 12-24hrs (Brown JL et al.,, 1993; Schwasberg F et al., 1996;
Shielle VM et al., 1990; Wasser SK, 2000).

En forma general, se puede mencionar que los metabolitos finales que
aparecen en la orina son conjugados y los de heces son no conjugados (Meikle
WA, 1989; Shielle VM et al., 1990; Vylitova M et al., 1998; Wasser SK, 2000).
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1.6. EL RADIOINMUNOANALISIS (RIA) COMO HERRAMIENTA EN LA
EVALUACION HORMONAL CORTICOADRENAL

En la década de los 80°s se inician las investigaciones de determinacion
hormonal por medio de radioinmunoanalisis, en varias especies de animales
domésticos y silvestres. Este método se basa en la especificidad que tienen los
anticuerpos de unirse a los antigenos, que en este caso son las hormonas. Asi, al
afnadir una cantidad conocida de hormona esteroide marcada radioactivamente,
mas un anticuerpo contra ella, a los extractos que contienen hormonas
desconocidas, se produce una competencia entre la hormona marcada y la
desconocida por el anticuerpo. Entonces es posible medir la cantidad de hormona
marcada unida al anticuerpo, que sera inversamente proporcional a la cantidad de
hormona no marcada de la muestra y es asi como se puede calcular la
concentracion de hormona en la muestra desconocida (Zambrano AZ and Diaz
SV, 1996).

Antes de establecer un protocolo para la determinacion de metabolitos de
algunos esteroides en heces 0 orina por medio de radioinmunoanalisis, es
importante determinar la via principal de excrecion y el tipo de metabolito
excretado para decidir el tipo de muestra y de anticuerpo a usar (Meikle WA,
1989; Wasser SK, 2000). Para esto es necesaria la administracion del esteroide
marcado radioactivamente que permite obtener informacion de la ruta y el tiempo
de excrecién. Y luego por medio de cromatografia de alta sensibilidad (HPLC) se
podra entonces detectar el tipo de metabolito final en heces y orina (Wasser SK,
2000).

Por ejemplo, entre los primates el cortisol esta presente en las heces de
marmosetas, pero no ha sido detectado en papiones, macacos y chimpancés
(Wasser SK, 2000). Los chimpancés y los humanos metabolizan el cortisol
principalmente a esteroides tetra-hidroxilados y su excrecién principalmente es por
medio de orina (Bahr NI, 2000; Meikle WA, 1989).

En felinos solo se han hecho pruebas de radioinmunoinfusién en gatos y se

encontrd, que menos del 5% de los glucorticoides se eliminan por orina y que la
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mayoria de los metabolitos, son excretados por heces (Graham LH and Brown JL,
1996; Morais NR et al., 1997). El andlisis de los glucocorticoides en orina
demostro, que el cortisol encontrado en su forma original es muy pequefia y la
mayoria son metabolitos. Resultados similares se hallaron en heces, ya que no se
encontraron ni cortisol ni corticosterona en su forma original. (Graham LH and
Brown JL, 1996; Morais NR et al., 1997). El analisis por HPLC detecté que los
metabolitos en heces son formas no hidrolizadas y solubles al agua (Graham LH
and Brown JL, 1996). Asimismo se observd que los metabolitos en gatos son
mayormente inmunoreactivos a 11,17-dioxoandrostanos (11,17-DOA)(Schatz S,
2001).

En caninos, pruebas por medio de HPLC en hienas (Crocuta crocuta),
demostraron que los metabolitos obtenidos a partir de heces muestran movilidad
cromatografica hacia esteroides no conjugados, pero que no son ni cortisol ni
corticosterona puros (Goyman W et al., 1999). En el caso de perros domésticos
HPLC muestra que son metablitos no conjugados hidrosolubles, con movilidad

cromatografica hacia cortisol (Schatz S, 2001).

Como se observa existen diferencias especificas entre especies en el
metabolismo de los glucorticoides y por otro lado como anteriormente se hizo
notar la acciéon de la microflora intestinal ocasiona que las heces contengan
multiples metabolitos, con muy poco cortisol puro.

Como resultado de esto, las pruebas que utilizan anticuerpos de cortisol
muy especificos pueden dar resultados de niveles relativamente bajos (Wasser
SK, 2000). Por ello se recomienda el uso de anticuerpos poco especificos, si se
van a evaluar especies, en las que no se han identificado los metabolitos finales

de cortisol obtenidos en heces.
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1.7. JUSTIFICACION

La importancia de este estudio reside, en que existen pocos estudios de
tipo longitudinal de la evaluacion del cambio de animales mantenidos en
cautiverio a nuevos albergues, para determinar como se distribuyen los niveles
de metabolitos de cortisol, asi como en los cambios conductuales de estos.

Asimismo servira como base para determinar si existen diferencias de
habituacion ante un mismo tipo de estimulo (estresor), que en este caso es el
cambio de albergue, entre sexos y familias, para poder plantear protocolos de
manejo en los cuales se tomen en cuenta las caracteristicas particulares entre

ellos y el tiempo de habituacion a un nuevo albergue.

1.8. HIPOTESIS

Ante el cambio a un nuevo albergue en un grupo de caninos (Canis lupus
baileyi y Canis latrans) y felinos (Leopardus pardalis y Panthera leo) silvestres
mantenidos en cautiverio, un mes es un periodo suficiente para que los niveles
de cortisol y la proporcién de tiempo en estados conductuales de mantenimiento
regresen a niveles iniciales, existiendo diferencias de la respuesta conductual y

hormonal entre familias y sexos.
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1.9. OBJETIVO

Evaluar la respuesta conductual y adrenocortical en 6 caninos silvestres (4
Canis lupus baileyi y 2 Canis latrans) y en cuatro felinos silvestres (2 Leopardus
pardalis y 2 Panthera leo), mantenidos en cautiverio posterior a su ubicacion en

nuevos albergues.

1.10. OBJETIVOS ESPECIFICOS

b. Determinar si un mes es un periodo de tiempo suficiente, para que los
niveles hormonales y las proporciones de tiempo dedicados a conductas
individuales, regresen a valores iniciales, entre familias de caninos (Canis
lupus baileyi y Canis latrans) y de felinos (Leopardus pardalis y Panthera
leo), asi como entre sexos, en carnivoros silvestres mantenidos en
cautiverio después de haber sido trasladados a albergues nuevos.

c. Evaluar las diferencias en los niveles hormonales y conductuales entre
familias de caninos (Canis lupus baileyi y Canis latrans) y de felinos
(Leopardus pardalis y Panthera leo) silvestres mantenidos en cautiverio, asi
como entre sexos, como respuesta al cambio a un albergue nuevo.

d. Evaluar la relacién entre conductas y niveles hormonales, entre caninos
(Canis lupus baileyi y Canis latrans) y felinos (Leopardus pardalis y Panthera
leo) silvestres mantenidos en cautiverio y entre sexos, como respuesta al

cambio a un albergue nuevo.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Localizacion y sujetos

En este trabajo se evaluaron un total de 10 individuos, siendo 6 caninos y
4 felinos silvestres. Los ejemplares pertenecen a 3 zooldgicos diferentes
localizados dentro de la Republica Mexicana; y hoy en dia se encuentran
confinados en zoologicos del Distrito Federal, México.

El primer zoolégico (Chapultepec) se encuentra en la delegacién Miguel
Hidalgo D. F., con ubicacion geografica de 19°257de latitud norte y a 99°12" de
longitud oeste, a una altitud de 2250 metros sobre el nivel del mar (msnm). El
clima presente en esta zona es templado subhumedo con lluvias en verano de
humedad media (CW1), la temperatura media anual es de 15°C y la
precipitacion pluvial anual en promedio es de 801 mm (INEGI, 1998)

El segundo zooldgico (San Juan de Aragbén) se encuentra en la
Delegacion Gustavo A. Madero, México, D.F., con una ubicacion geogréfica de
19°28°de latitud norte y a 99°04"de longitud oeste. El clima de esta zona es
semiseco templado con lluvias en verano (BS1K), la temperatura media anual es
de 16.8°C y la precipitacion pluvial anual promedio es de 580.9mm (INEGI,
1988)

El tercer zooldgico (Africam Safari) se encuentra en Valsequillo Puebla, con
una ubicacion geogréafica del8° 58 latitud norte y a 97° 54” de latitud oeste. El
clima de la zona es semicalido subhimedo con lluvias en verano (ACw), la
temperatura media anual es de 15.2° C y la precipitacion pluvial anual promedio
es de 900.8mm (INEGI, 2003).
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2.1.1. Grupo de caninos

El grupo de caninos (cuadro 1) se encuentra conformado por 4 ejemplares
de lobo mexicano siendo 2 hembras (Can H1, Can H2) y 2 machos (Can M1,
Can M2). Y por 2 ejemplares de coyote, siendo 1 hembra (Can H3) y 1 macho
(Can M3).

La hembra Can H1 es del linaje McBride (SB 605), con una edad de 4
afos, pertenecio al zooldgico de Africam Safari. Por haber tenido problemas de
pelea con la otra hembra con la que compartia el albergue se separé del grupo y
permanecié por un periodo de 4 meses confinada en el albergue nocturno donde
tenia contacto visual con los otros miembros de su grupo. El albergue nocturno

posee un area de 30m?.

En el mes de enero del 2004 fue trasladada al zoologico de San Juan de
Aragén y fue reubicada sola, en un albergue que se encuentra fuera de

exhibicién, el cual tiene un area de 700m?

Los lobos (Can M2, Can H2 ) coyotes (Can M3, Can H3), pertenecieron
al zooldgico de Chapultepec.

Los ejemplares Can M2 y Can H2 son pareja desde noviembre de 1999.
Can M2 es originario de Rio Grande USA (SB 485) tiene una edad de 9 afios ,
Can H2, es originaria del parque nacional de la Nacién Navajo USA (SB 445)
tiene una edad de 10 afios. La pareja se encontraba en exhibicion en el
zoolégico de Chapultepec en un albergue con un area de 776m? cuenta con
cubierta vegetal que les permite evadir la vista del publico si lo desean. En el
mes de diciembre del 2002 fueron trasladados a un albergue nuevo en el
zoolégico de San Juan de Aragén D.F. El cuél presenta un area de 900m?
totalmente naturalista con abundante cubierta vegetal y sitios para que se

escondan del publico.
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Los ejemplares Can M3 y Can H3, son pareja desde el afio 2000, los dos
ingresaron al zooldgico como una donacién. Can M3 ingreso el dia 4 de julio de
1989 y en el periodo de muestreo tenia una edad aproximada de 15 afios. Can
H3 ingreso el dia 23 de octubre de 1991 y en el afio de muestreo tenia una edad
aproximada de 13 afios. La pareja se encontraba en un albergue fuera de la
vista del publico en el zoolégico de Chapultepec, y cuenta con un area de
150m?. En diciembre del 2002 fueron trasladados a un albergue nuevo en el
zoolégico de de San Juan de Aragén D.F. con 642m? ambientado como zona

arida y cuenta con acceso a zonas para ocultarse del publico.

El macho Can M1 perteneci6 al zoolégico de San Juan de Aragon, en el
cual habité en un albergue de 700m? fuera de la vista del pablico. Pertenece al
linaje Aragon (SB 289) con fecha de nacimiento el 31 de marzo de 1994. En
enero del 2004 fue trasladado al zoologico de Chapultepec a un nuevo albergue,
junto con un nueva hembra para formar pareja reproductiva. El albergue tiene

una extension de 604m?>.

La alimentacién se les proporciona por las tardes diariamente y es
principalmente a base de pollo crudo troceado con hueso, adicionado con sales
minerales y complementos vitaminicos (1.5kg/ animal), el agua se les da de
forma ad libitum. Los animales permanecen juntos todo el dia y la noche. El
programa de medicina preventiva consiste en aplicar anualmente la vacuna
antirrabica asi como desparasitaciones semestrales dependiendo del resultado
del examen coproparasitoscopico.

2.1.2. Grupo de felinos
El grupo de felinos (cuadro 1) se encuentra conformado por 2 ejemplares de
ledn africano (Panthera leo) siendo 1 hembra (Fel H1) y 1 macho (Fel M1). Y por

2 ejemplares de Ocelote (Leopardus pardalis), siendo 1 hembra (Fel H2) y 1
macho (Fel M2).

26



La pareja de leones pertenecen al zoologico de Aragon. Tanto el macho Fel
M1 como a hembra Fel H1, son adultos de aproximadamente 10 afios. Ambos son
nacidos en cautiverio y se encontraban confinados en un albergue con un éarea
total de 1,335m?, que cuenta en el area de exhibicién con piso de concreto, un
arenero y una tarima y de troncos y los albergues nocturnos son de concreto con
tarimas de madera. En el mes de junio del 2003 fueron, trasladados a un albergue
nuevo dentro del mismo zooldgico con un area de exhibicion de 2566m?
totalmente naturalista. Su alimentacion es a base de carne roja, 5Kg/animal, la
cual se les suministra por las mafianas y agua ad limitum. Los animales
permanecen durante los horarios de visita del publico en el area de exhibicion vy
por la noche se meten al albergue nocturno. El programa de medicina preventiva
consiste, en aplicar anualmente la vacuna antirrdbica y triple felina (CRP), asi
como desparasitaciones semestrales dependiendo del resultado del examen
coproparasitoscopico.

La pareja de ocelotes pertenecen al zoolégico de San Juan de Aragdn, se
encuentran juntos desde marzo del 2002. El macho Fel M2 tiene una edad
aproximada de 11 afios, ingres6 como donacion de un particular al zoolégico el 25
de enero de 1995. La hembra Fel H2, ingreso como donacién de un particular al
zooldgico el dia 12 de agosto de 1991 y tiene una edad aproximada de 13 afios.
Se encontraban confinados en un albergue con area de 21m? con una zona con
pasto y una tarima con troncos. En diciembre del 2002, fueron trasladados a un
albergue nuevo con un area de 876m?. La alimentacién es a base de pollo crudo
troceado con hueso y carne roja (600g/ animal), empanizados con alimento seco
comercial molido para gatos adultos (50gr), el agua se les da de forma ad libitum.
Los animales permanecen juntos todo el dia y la noche y tienen libre acceso al
exhibidor y al albergue nocturno. El programa de medicina preventiva consiste en
aplicar anualmente la vacuna triple felina (PCR) y antirrdbica, asi como
desparasitaciones semestrales, dependiendo del resultado del examen

coproparasitoscopico.
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En el cuadro 1 se encuentra la identificacion de cada uno de los animales,
el zoologico de procedencia y el zoolégico de residencia final, asi como la
superficie en m? del albergue.

Cuadro 1. Procedencia y Residencia final de los animales en observacion.

Especie Identificacion
Lobo Hembra 605
mexica (Can H1)
no
Lobo Seewa (Can |
mexica
no
Coyote Yota (Can
H3)
Lobo Esdrah (Can
mexica M1)
no
Lobo Ezequiel
mexica (Can M2)
no
Coyote Mechas (Can
M3)
Ocelote Joselote (Fel
M2)
Ocelote Reyna (Fel
H2)
Lebn Emiliano (Fel
african M1)
o
Ledn Elsa (Fel H1)
african
o
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2.2. Diseio experimental

Para evaluar la respuesta de caninos y felinos silvestres ante su ubicacion
en nuevos albergues; se realizaron 6 semanas de muestro de conducta y heces
en cuatro lobos mexicanos (unidad observacional: Can M1, Can M2, Can H1, Can
H2), una pareja de coyotes (Unidad observacional: Can M3 y Can H3), una pareja
de ocelotes (unidad observacional Fel M2 y Fel H1) y una pareja de leones
africanos (unidad observacional Fel M1 y Fel H1) (cuadro 1). Las semanas de
muestreo se distribuyeron de la siguiente manera: se muestrearon a los animales
una semana antes de su traslado al nuevo albergue (semana 0) y una vez que
llegaron a su albergue nuevo se realizaron muestreos por 4 semanas (semanas 1
a la 4); finalmente al finalizar la cuarta semana posterior a traslado, se dejo de
muestrear por 2 semanas y nuevamente se volvid a muestrear una semana mas
(semana 13).

De los diez animales muestreados se consideraron a las familias (caninos y
felinos) y sexos (machos y hembra), como los factores de estudio. Con las
combinaciones de estos factores se obtuvieron 4 grupos; en los que se evaluaron

las siguientes variables respuesta:
2.2.1. Andlisis de la variable respuesta: Niveles hormonales de cortisol
La coleccion de heces se realiz6 diariamente durante los periodos de
observacion de conductas, siendo identificadas de acuerdo al individuo al que

pertenecen, con la fecha y condiciones de recoleccion de las mismas y fueron

mantenidas en congelacién (-4°C), hasta su procesamiento.
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A los animales que se encontraban confinados con una pareja, se les
administré a uno de ellos colorante artificial para alimentos en la racion diaria de
alimento, para poder identificar las heces de cada uno.

La evaluacion de las muestras se realizO en el laboratorio del
Departamento de Fisiologia del CINVESTAYV, IPN donde las muestras fueron
trasladadas, para ser homogenizadas de forma manual y depositadas en cajas
de Petri de plastico previamente rotuladas, con los datos de cada muestra y
nuevamente se mantuvieron en congelacion hasta el dia en que se procesaron

para su extraccion.

2.2.1.1. Extraccién de las muestras fecales

El procedimiento para la extraccion fecal se realizé basandose en el
protocolo desarrollado por Brown et al (Brown JL et al., 1993; Brown JL et al.,
1994; Brown JL et al., 1996a; Brown JL and Wildt DE, 1997; Brown JL et al.,
1996b) y modificado por Brousset (Brousset D, 2003) cuyo uso ha sido
reportado en ocelote (Brousset D, 2003; Hernandez MS, 2002; Ugaz RC, 2004),
jaguar (Ojeda CJ, 2002), lobo mexicano (Pifarré M, 2004), rinoceronte (Rendon
FE, 2003), oso negro (Gutierrez DM, 2004), mono arafa (Rodas MA, 2005).

Las cajas de Petri de plastico con las muestras fecales humedas, se
secaron en un horno bacteriolégico a <70°C. Posteriormente se pulverizaron y
retiraron restos de alimento y pelo para poder pesar de 0.18-0.20gr de heces
secas, en tubos de vidrio con rosca.

A estos tubos se agreg6é 5ml de etanol al 80% (4ml etanol en 1ml de agua
destilada), marcando el nivel del liquido en cada tubo. Posteriormente se
hirvieron en bafio maria con una temperatura de 90-100°C por 20 minutos,
afiadiendo etanol al 80% a cada tubo, para evitar que el contenido de los tubos
se seque. Al terminar el tiempo en el bafio maria se aument6 el volumen del

extracto con etanol hasta la marca del volumen inicial, para posteriormente
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centrifugar los tubos a 1,500 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante se
decantd en un segundo juego de tubos de vidrio de 16x125mm, numerados
idénticamente y el liquido decantado se evapord con aire a presioén en un bafio
de agua tibia a 36°C. Al sedimento que se obtuvo al final de la evaporacion, se
le afiadiéo 1ml de etanol y se agitd en el vortex por 1 minuto y se dejaron reposar
por 30 minutos. Transcurrido este tiempo se centrifugaron nuevamente los tubos
a 1500 rpm por 20 minutos Yy finalmente se decanté el sobrenadante en tubos
RIA identificados con los datos de la muestra, se sellaron los tubos y se

mantuvieron en congelacion hasta el dia de su analisis.

La prueba de porcentaje de recuperaciéon de la hormona (FAO., 1984;
Zambrano AZ and Diaz SV, 1996), bajo este protocolo de extraccion para todas

las especies muestreadas, fue por arriba del 50%.

2.2.1.2. Radioinmunoanalisis
2.2.1.2.1. Validacion

La validacion o control de calidad se refiere, a los procedimientos que nos
permiten evaluar la eficacia de un andlisis cuantitativo (FAO., 1984).

Especificamente en el RIA se estima la precision, la reproductividad y la
desviacion de las medias de los duplicados de este. El resultado sera confiable si
el método cumple con las siguientes -caracteristicas: Exactitud, Precision,
Reproductividad, Especificidad y Sensibilidad (FAO., 1984; Zambrano AZ and Diaz
SV, 1996).

Para este estudio se realizaron pruebas de validacion para todas las

especies en estudio y consistieron en lo siguiente:
a) Exactitud

Se calculé mediante la determinacion de la curva Dosis-Respuesta y del

Paralelismo de las muestras (Zambrano AZ and Diaz SV, 1996).

31



La Curva Dosis-Respuesta se obtuvo mediante la determinacion del grado
de correlacion, de las curvas obtenidas a partir de la curva estandar y de la
diferencia obtenida de la resta del nivel de concentracion de una muestra
conocida, contra los niveles de concentracion de cada uno de los puntos de los
estandares adicionados a la misma. Para ello se utlizaron 4 muestras
(repeticiones) por duplicado, de extracto de heces, con concentraciones
conocidas, de cada una de las especies en estudio, a las cuales se les adicionaron
4 puntos conocidos de la curva estandar (un punto para cada alicuota). Una vez
obtenidos los resultados del ensayo, se resto el nivel promedio conocido de cada
una de las muestras utilizadas a los niveles promedios obtenidos de los ensayos.
Una ves obtenidos los datos, se graficaron en conjunto con los puntos de la curva
utilizados y se determiné el grado de correlacion de las mismas, el cual debe de
dar un valor cercano a uno.

El paralelismo indica que la interaccidon de la hormona presente en el
extracto con el anticuerpo, es similar a la del estandar con el anticuerpo. Para ello
se eligieron muestras al azar de extractos de heces, de cada una de las especies
en estudio y se realizaron diluciones seriadas. Una vez obtenidos los valores del
ensayo se graficaron y se determind que los valores obtenidos, fueran

decreciendo de acuerdo a la dilucion efectuada.

b) Sensibilidad y especificidad

Estas estan dadas por el anticuerpo utilizado. En este caso se utilizd un
anticuerpo de tipo policlonal, especifico contra cortisol (AB916) desarrollado por
los laboratorios Chemicon (CHEMICON Lab., Temecula, CA. USA) y levantado en
conejos. El laboratorio lo sefiala como no categorizado y por lo tanto no se tienen
las reacciones cruzadas para el mismo, pero el laboratorio asegura una
especificidad del 100%, contra cortisol. Sin embargo en el laboratorio se realizé
una prueba de reacciones cruzadas para el mismo. Esta consistié en desafiar al
anticuerpo contra diferentes hormonas relacionadas con la ruta metabdlica de
cortisol, las cuales fueron: Corticosterona, Colesterol, Progesterona,

Pregnenolona, Androstendiona, Estradiol y Testosterona, a diferentes
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concentraciones (200, 50, 6.25) y se determiné el grado de unién de la hormona a
los mismos (FAO., 1984).

c) Precision.

Se define como la dispersion de una misma muestra alrededor de su
promedio. Y esta determina la calidad del ensayo.

Esta es determinada por medio de la variacion entre y dentro de cada
ensayo (Bedolla TA et al., 1984; FAO., 1984; Zambrano AZ and Diaz SV, 1996).

La variacion dentro del ensayo, es determinada por medio del coeficiente de
variacion intra-ensayo de las replicas de las muestras dentro del ensayo (Bedolla
TA et al., 1984; Zambrano AZ and Diaz SV, 1996).

La variacion entre ensayos, se calcula por medio de la varianza acumulada
para obtener el valor de F, el cual es comparado con su valor tabulado al 95% de

confianza con 1, n-1 grados de libertad, donde la regla de decision para aceptar el

coeficiente de variacion Inter.-analisis es si F < F( (Bedolla TA et al., 1984).

1,n—1),a

2.2.1.2.2. Ensayo

Las muestras fueron analizadas con la técnica de Radioinmunoanalisis en
fase liquida. EI protocolo de trabajo del mismo, se baso en el utilizado en el
laboratorio de Fisiologia, del CINVESTAV.IPN, a cargo de la Dra. Marta Romano.
El anticuerpo utilizado fue de tipo policlonal, especifico contra cortisol (AB916)
desarrollado por los laboratorios CHEMICON (CHEMICON Lab., Temecula, CA.
USA), levantado en conejos. Se marca como no caracterizado y por lo tanto no se
conocen las reacciones cruzadas para el mismo; pero el laboratorio asegura una
especificidad del 100% contra cortisol. EI marcador utilizado fue de hidrocortisona
[1,2,6,7-3H(N)] 70-100 Ci/mmol, o 1 mCi/ml etanol de NEN Life Science products,
Inc. Los estandares de la curva utilizados fueron de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.125 pg/ml. Las muestras se trabajaron por duplicado y los conteos se realizaron
por 1minuto, mediante un contador de centelleo Beckman LS 6000 TA®.
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Para el célculo de la ecuacion de la curva de regresion y de los niveles
hormonales a partir de ella se capturaron los datos de las cuentas en CPM de las
muestras en el programa estadistico RIA Logic.

2.2.1.2.3. Control de calidad

El control de calidad de los ensayos se determind mediante la obtencion de
la precision del ensayo, obtenida por medio del célculo de la desviacion estandar
de cada uno de los duplicados; el calculo del coeficiente de variacion promedio
(CVP) de cada ensayo, asi como CVP intra e Inter andlisis y la determinacion de r?
calculada para la curva estandar en cada ensayo (Bedolla TA et al., 1984; Dudley
RA et al., 1985; Zambrano AZ and Diaz SV, 1996).

2.2.1.3. Andlisis estadistico

Para el analisis de los niveles hormonales, se obtuvieron de cada unidad
observacional (UO=10) los valores promedio de cortisol, obtenidos de las
muestras fecales en cada una de las 6 semanas muestreadas que formaron parte
del periodo de investigacion.

La union de estos 6 tiempos promedios, dara como resultado un perfil para
cada uno de los grupos. Estos perfiles se analizaron de acuerdo a la técnica de

analisis de perfiles (Morrison DF, 1990), que comprenden tres hipotesis:
I. Paralelismo de los perfiles.

Il. Igualdad de efectos entre grupos.

lll. Igualdad de efectos dentro de cada grupo.

34



Estas tres hipdtesis dan respuesta a las siguientes preguntas:
I. ¢Los patrones a lo largo de las 6 semanas de muestreo son iguales
para cada uno de los grupos en estudio?
II. ¢No existen diferencias en las respuestas entre cada grupo, a lo largo
de las semanas de muestreo?
lll. ¢Las respuestas en cada una de las semanas muestreadas, son las
mismas dentro de cada uno de los grupos?
Esta prueba se deriva del analisis del modelo lineal. Asi que para tener una
validez del mismo, cada variable analizada debe de cumplir los supuestos de

normalidad y de homogeneidad de varianzas (Kuehl RO, 2001).

Para demostrar el supuesto de normalidad se corrié una prueba de normalidad por
medio del programa estadistico SAS, version 8,00 (SAS INS-TITUTE INC, 1999),
a la totalidad de los datos obtenidos. Y para el supuesto de de homogeneidad de
varianzas, se realizé la prueba de F Max de Hardley, en cada uno de los grupos
(Kuehl RO, 2001).

a) Paralelismo de los perfiles

El anadlisis de las hipotesis de paralelismo (Hol) para los niveles
hormonales, es analogo a un Analisis de Varianza Multivariado (MANOVA). Por
ello se utilizé el paquete estadistico SPSS version 10.0.1 (SPSS inc,1999). A partir

de éste se obtuvieron las matrices de las sumas de cuadrados y productos

cruzados de los tratamientos ( B=[bij]) y del error (E =[eij]), para poder
asociarlos a los elementos ~ B*=[bij*]) yE*=[eij*]; mediante

bij* = bij — (bi +1j) - (bij +1)+ (bi +1j+1)  1<i<p-11<i<p-1

eij* = eij — (ei—1j)—(eij +1)+ (ei +1j+1) 1< j<p-11<j<p-1
Similar al caso multivariado el estadistico de prueba para la hipotesis de

paralelismo es lambda de Wilks (A) donde:
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Lo tE IM"EM !
CIE*+B*! IM'(E+B)M!

Con la aproximacion de Bartlet, lambda de Wilks es:

—{n—l—%(p—lﬂ)}ln AN X2 ((p-1)(t-1))

El criterio de rechazo de Hol es:

Si el valor transformado de A< X*((p-1)(t-1)),a

b) Igualdad de efectos entre grupos

Para el analisis de la hipétesis de Igualdad de efectos entre familias y sexos (Ho2),
se utilizd como estadistico de prueba, el Criterio de Prueba de Wilks (A), el cual se
obtuvo del andlisis multivariado de los tratamientos, obtenidos del andlisis por
medio de SPSS.

c) lgualdad de efectos de los seis tiempos dentro de cada grupo

i) Si Hol no fue rechazada, o sea continuando con la suposicion de que los
perfiles son paralelos lambda de Wilks para Ho3 es

; IE *1 IANEM!
CIE*+H*1 IAEA+H *!

Donde E es la matriz (pxp) de suma de cuadrados y productos cruzados

correspondientes al error que se ha venido utilizando.

La matriz H* esta definida por:

t
H*=>"ni(y*i,yi.)
i=1
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El criterio de decision para rechazar Ho3 es:

Si el valor transformado de 4> X*(t(p-1)),a

ii) Si Hol fue rechazada, el analisis de la igualdad de efectos dentro de

cada tratamiento se realiza por separado para cada grupo o tratamiento

Asi que el estadistico T? para esta prueba es:
T? =niV"iC(CSiC’) ' CYi.

El estadistico T? esta asociado a la distribucion de F mediante

_oni—-p+1 .,
=iy ey

El criterio de decision para rechazar Ho3 es:

Si el valor transformado de F > F .
(p—l) (nl, p+1),a

2.2.2. Analisis de la variable respuesta: Conducta

Consistio en observar a las unidades observacionales (UO), en cada uno
de los encierros una semana antes de su ubicacion (semana 0) en los nuevos
encierros, por cuatro semanas una vez ubicados (semana 1 ala 4) y una semana
mas dos meses después (semana 13).

Para ello se utilizaron barridos cada 5 minutos en cada uno de los
albergues, por medio de registros instantaneos con el fin de observar el
repertorio de conductas y la proporcion de tiempo que ocupan en cada una de
ellas, con interés especial en conductas de locomocion; en locomocion
estereotipada; en exploracion; en descanso y en estados de vigilancia (alerta).
Para ello se realizaron modificaciones de etogramas de varios autores (Bekoff M,
1978; Brousset D, 2003; Mellen JD, 1989; Rivera RA, 2003; Servin J, 1991;

Stander PE, 1992), por medio de 10 horas de observaciones previas, en cada
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una de las especies de interés en sus albergues, teniendo un interés principal en
las conductas individuales y sociales (anexos 7.2.1y 7.2.2).

Las observaciones fueron diurnas y vespertinas, distribuidas a lo largo de
los periodos de observacion, intercalandolas en cada uno de los albergues,
obteniéndose un total de 20 horas de observaciones, en cada una de las 6
semanas de observacién, en cada unidad observacional (120hrs totales de
observacion/U0).

En el caso del Can H1, no fue posible realizar observaciones directas, por
ello el registro de sus conductas fue por medio de 24 hrs de video grabacion, con
circuito cerrado durante 6 semanas. Una vez obtenidos los videos, se observaron
los mismos y se registraron las conductas video gravadas en las mafanas y
antes de anochecer, para que coincidieran con los periodos de muestreo de los
otros individuos, para posteriormente realizar su analisis.

Se procurd que en el transcurso de este proyecto, no se realizara ningan
cambio en el manejo rutinario del zoolégico y se registré cualquier novedad que

pudiera afectar los resultados.

2.2.2.1. Anélisis estadistico

Para el andlisis de la variable conducta, se obtuvieron de cada unidad
observacional (UO) los valores promedio en cada una de las 6 semanas
muestreadas de las proporciones del tiempo, en cada una de las conductas
individuales de interés.

La union de estos 6 tiempos promedios, dara como resultado un perfil para
cada uno de los grupos. Estos perfiles se analizaron de acuerdo a la técnica de
analisis de perfiles (Morrison DF, 1990), que anteriormente fue descrita.

Para que se cumpliera el supuesto de normalidad, se aplic6 a los
porcentajes de cada una de las conductas por UO, la transformacion de arcoseno
(Martin P and Bateson P, 1993.). Esta se comprobd mediante una prueba de
normalidad realizada en el programa estadistico SAS, version 8,00 (SAS
INSTITUTE INC, 1999).
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Para el supuesto de de homogeneidad de varianzas, se realizé la prueba de F

Max de Hardley en cada uno de los grupos (Kuehl RO, 2001).

1.2.3. Analisis variable de respuesta: Relacién entre niveles

hormonales y conducta

La determinacion de la relacion entre los niveles de hormonas y la variacion
de las conductas en cada una de las semanas, se evalud por medio de una
correlacion lineal simple de Pearson (Daniel W, 2002). El analisis se realizo
mediante el paquete estadistico SPSS version 10.0.1 (SPSS inc,1999).

3. RESULTADOS
3.1. Analisis de la variable respuesta: Niveles hormonales de

cortisol

a) Validacion
3.1.a.l. Exactitud
I. Curva Dosis-Respuesta:
Las muestras extraidas en cada una de las especies, mostré una r* > 0.90,
de la relacién entre la concentracion de la hormona estandar afiadida y de la

concentracion del analito a evaluar.

El cuadro 2, muestra los resultados de la curva respuesta para cada una de
las especies evaluadas. Y en la figura 2 se puede ver las graficas de la regresiéon

lineal para cada curva.

Cuadro 2. Pg/ml de cortisol afladido a alicuotas de extractos de heces y promedio de
cortisol obtenido en cada una de las especies muestreadas.
Pg/ml . .
g Promedio. Pg/ml obtenido n
afiadido

Leén africano] Ocelote |Lobo mexicano| Coyote
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100 107.5+£8.5 [113.275+7.27| 114.05£9.16 [113.04 £9.78|] 4
50 51.3+7.8 |59.96+13.50| 56.74+9.88 |47.59+11.22] 4
25 26.0+8.83 [29.47 £12.53| 29.51 +10.13 |23.77+2.47] 4
12.25 11.65+1.66 | 16.35+3.79 |11.23+3.56| 4
6.25 6.2+2.63 4
Curva Dosis-Respuestade cortisol en heces de Leones Africanos. Curva Dosis-Respuesta de cortisol en heces de Ocelotes.
= 1200 = 120
® " e R =0.9461 *
= 1000 < 100 //
= 2 = 5
E g R? =0.9368 / P ow /
== 6o / gx o =
2 / * 5 4 /
S 400 ° /
> 20.0 / . /
k=] X = ®
e} ./ > 0 ‘ \
e 0o - - ‘ - 125 % 50 100
625 % 50 100 Pg/m| de cortisol estandar afiadido
Pg/ml de cortisol estandar afiadido
Curva Dosis-Respuestade cortisol en heces de Coyote.
Curva Dosis-Respuesta de cortisol en heces de Lobo Mexicano.
< 120 @
@ _ ¢ R?=0.9942
g 100 Ri-ooue = 100 /.
2 / ) /
g 8 / o /
o — <C
° o= 60
° %0 * ':IE’EE /
< S 40
: / g 20 /
; 20 5 E v
>, . > 0 T T T T 1
125 ” 50 100 20 40 60 80 100
Pg/ml de cortisol estandar afiadido PgimI de cortisol estandar afiadido
Figura 2. Graficas de la regresion lineal parael andlisis dela curva Dosis-Respuesta

en las muestras de cada especie analizada.
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i.i. Paralelismo:

Las graficas de la figura 3 muestran que la hormona que se encuentra en

los extractos, tiene un patrén similar al cortisol empleado para elaborar la curva

estandar para los ensayos.

Paralelismo en muestras de heces en Ledn Africano Paralelismo en muestras de heces en Ocelote
100 100
-~
80 e e 80
T 0y -ﬁh"‘--
> 60 Y~ e "~ o 60
[=a) . ~a o
o "l “--,_A o
= 40 R 40
s |
20 * 20
0 T T 0 . - T |
25 50 100 200 25 50 100 200
Concentracion Concentracion
—4—B/Bo Estandar =+ -B=== %B/Bo Fel H1 = =#==%B/Bo Fel M1 —=— B/Bo Estandar ---m--- %B/Bo Fel H2 = &=~ %B/Bo Fel M2
Paralelismo en muestras de heces en Lobo Mexicano Paralelismo en muestras de heces en Coyotes.
100 100
80 - 80
@ 60 2 60
S w0 S 4
20 20
0 , . i : 0 T . . ,
25 50 100 200 3.125 25 50 100
Concentracion Concentracion
—&#— 6B/Bo Estandar - - -@-- - %B/Bo Can H1 — - &~ - %B/Bo Can M1 ——Y%B/Bo Estandar -+ -m--- %B/Bo Can H3 = & - = %B/Bo Can M3
Figura 3. Graficas del paralelismo del % de unién del anticuerpo con la hormona estandar;

especies analizadas.

con las diluciones decrecientes de los extractos de heces, en cada una de las

* Las siglas de identificacion de los animales muestreados corresponden al cuadro 1.
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3.1.a.2. Sensibilidad y Especificidad.
La figura 4 muestra las curvas de reaccion cruzada contra el anticuerpo de
cortisol (AB916), realizada en el laboratorio, mientras que el cuadro 3 muestra los
porcentajes de union (%Bo), al nivel de 50% de reaccién cruzada.

Figura 4. Grafica de reaccion cruzada Vs cortisol

100

——-___________‘E%TRADIOL
CORTICOSTERONA:

e e e L e e L S L O O L L LR S LT

§1D \

= CORTISOL

0 20 40 G0 B0 100 120 140 160 180 200

po/gr estandar

Cuadro 3. Porcentaje de unién al 50% de reaccion cruzada
con el anticuerpo de cortisol (AB916) Lab. Chemicon.

Hormonas % de unién
Cortisol 100
Corticosterona 0.0096
Progesterona 0.0005
17a-Hidroxipregenolona 0.0085
Androstendiona 0.0008
Estradiol 0.0196
Testosterona 0.0008

42



3.1.a.3. Precision.

Se realizaron un total de 15 Radioinmunoandlisis, para la determinacion de
los niveles hormonales de los extractos fecales, en las diferentes unidades
observacionales. La r? de las curvas estandar, de los diferentes ensayos fue
mayor al 98%. El coeficiente de variacion promedio total, de cada uno de los
analisis fue del 6.31%+2.02. El coeficiente de variacion promedio total intra-
andlisis fue de 6.28%=2.41. La F obtenida en el andlisis Inter-andlisis para los 15
ensayos fue 0.43 y F de tablas fue de 4.67.

Las diluciones Optimas para cada una de las especies evaluadas, se encuentran

resumidas en el cuadro 4.

Cuadro 4. Factores de dilucion.

Especie FQCtOF,de
dilucién
Ledn Africano 1:2000
Ocelote 1:1600
Lobo Mexicano 1:2400
Coyote 1:1000

b) Niveles hormonales obtenidos

Las pruebas de normalidad demostraron, que los datos de niveles
hormonales obtenidos a partir de muestras fecales, tienen una distribucién normal.
Asimismo se comprobd, que existe homogeneidad de varianzas entre los niveles
promedios de cortisol por semana entre cada uno de los grupos ( p <0.05).

Las figuras 5a y 5b, muestran las graficas de los niveles promedio de
cortisol obtenido a partir de muestras fecales, por grupo evaluado.
La figura 5b.1 muestra los patrones de distribucion de los niveles de

cortisol en el grupo de felinos. En ella se puede observar que en los felinos
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hembras los niveles promedio de cortisol presentaron un aumento progresivo
durante las 2 semanas posteriores al traslado al nuevo albergue (Prueba de

igualdad de medias dentro de grupos p <0.05), seguido por un descenso a partir

de la semana 3 (semanas 3 a la 13), pero el descenso observado en la semana 4
no pudo igualar a los niveles que se presentaron en el grupo de felinos hembras
antes de que se hiciera el traslado (semana 0) (Prueba de igualdad de medias

dentro de grupos p <0.05). En el caso de machos se observé que se presentd un

aumento significativo en la primer semana posterior al traslado (semana 1)

(Prueba de igualdad de medias dentro de grupos p <0.05), para posteriormente

presentarse una disminucién en la semana 2 (Prueba de igualdad de medias
dentro de grupos p <0.05). Esta disminucién se mantuvo en las semanas 2 y 3,
pero en la semana 4 se presento nuevamente un pico en los niveles de cortisol, el
cual fue mayor en comparaciéon a los niveles iniciales y a las semanas 2 y 3

(Prueba de igualdad de medias dentro de grupos p<0.05). En este grupo se

observo que los niveles obtenidos 3 meses después al traslado (semana 13) son
menores en comparacion a los nivele obtenidos antes del traslado (Prueba de
igualdad de medias dentro de grupos p <0.05).

Asi mismo se observaron diferencias significativas en los niveles de cortisol
entre sexos en el grupo de felinos, a lo largo de las 6 semanas muestreadas
(prueba de igualdad de medias entre grupos p <0.05). Estos niveles presentaron
cambios entre cada una de las semanas muestreadas, asi en el grupo de felinos
hembras se observé que los niveles fueron menores en comparacion a los machos
en las semanas 0, 1, 4, 13 (prueba de igualdad de medias entre grupos p <0.05).

Por otro lado este patron no fue igual en el grupo de caninos en el cual las
hembras (figura 5b.2) presentaron niveles de cortisol menores en comparacion a
los machos (prueba de igualdad de medias entre grupos p <0.05), a lo largo de
las 6 semanas de muestreo. Al igual que en las hembras del grupo de felinos, las
hembras del grupo de caninos presentaron un patrén de distribucion similar

(prueba de paralelismo p>0.05), en donde se observé que una vez hecho el

traslado, las hembras presentaron un aumento gradual de los niveles de cortisol
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en las dos primeras semanas de muestreo, para posteriormente presentar una
disminucién de forma gradual en las semanas subsecuentes (semana 3 a la 13)

(prueba de igualdad de medias entre grupos p <0.05), pero este descenso de

niveles de cortisol no igualo ni fue menor al obtenido en la semana anterior al
traslado al nuevo albergue (semana 0) (prueba de igualdad de medias entre
grupos p <0.05).

En el grupo de caninos machos, también se present6 un pico de los niveles
promedio de cortisol seguido de una disminucidon como respuesta al cambio de
albergue (Prueba de igualdad de medias dentro de grupos p <0.05), pero en las

siguientes semanas se observaron aumentos y descensos de estos niveles

promedio (Prueba de igualdad de medias dentro de grupos p <0.05), sin embargo
al finalizar las primeras 4 semanas de muestreo, los niveles que se presentaron en

este punto fueron menores en comparacion a los obtenidos en la semana anterior

al traslado (Prueba de igualdad de medias dentro de grupos p <0.05).

Los cuadros 5 y 6 resumen los niveles hormonales obtenidos por semana

por unidad observacional y por grupos.

Semana0 Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semanal3 total N
FEL M1 189.05+£25.76  349.55+287.53  203.18+59.43 213.3+47.99 399.85+96.64  208.17+109.54  260.52+90.22 24
FEL M2 596.99+45.68 839.58+95.22 564.25+26.37 608.21+69.20 594.29+154.96  516.37+35.02 619.95+112.60 24
FEL H1 298.11+56.27  422.54+421.59  447.7+197.15 343.77+143.20 353.41+151.49  143.04+48.26 334.76+108.61 24
FEL H2 416.66+117.86 678.17+410.35 701.68+341.38 775.12+110.22 548.26+142.47 386.22+106.55 584.35+159.77 24
CAN M1 533.96+36.21 612.04+78.17 386.22+49.63 570.89+21.78 332.03+79.49 449.29+81.84  480.74+109.77 24
CAN M2 314.13+142.16  377.8+148.77 320.02+53.52 344.19+77.69 322.95+30.43  292.26+104.33  345.23+46.74 24
CAN M3 109.89+41.15  273.73+156.84 224.84+387.17 189.24+41.06 139.97+71.86 193.11+£77.70 188.47£58.55 24
CAN H1 181.88+68.95  346.95+214.07 272.08+157.06 216.2+68.45 212.67+78.27 225.67+76.75 242.57+58.86 24
CAN H2 347.42+18.91  483.84+124.34  468.361+96.92 424.73+89.08 341.05+55.52 311.43+89.22 396.14+72.53 24
CAN H3 103.331£57.61 145.76+85.12 158.67+81.99 146.65+£75.18 113.58+37.26 150.36+£79.25 136.39+2.34 24
Cuadro 5. Niveles promedio de cortisol por semana por unidad observacional £ DS.
Semana0 Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semanal3 TOTAL N
FELINOS MACHOS 393.02+288.45 594+346.50 383.71+255.31 410.76+£279.24 497.07+137.48 362.27+217.93 440.23+254.15 2
FELINOS HEMBRAS 357.38+83.82  550.36%x180.75 574.68+179.59 559.44+305.01 450.84+137.77 264.63x171.95 459.26+176.48 2
CANINOS MACHOS  319.33+212.07 421.19+173.27 310.36+81.11 368.11+119.94 264.98+108.35 311.55+217.94 388.14+146.26 3
CANINOS HEMBRAS  210.88+124.60 325.52+170.05 299.70+156.68 262.52+144.71 222.43+114.04 229.15+80.59  258.37+130.59 3

Cuadro 6.

Niveles promedio de cortisol por semana por grupo + DS.
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3.2. Analisis de la variable respuesta: Conducta

Las pruebas de normalidad para cada variable de conducta evaluada
demostraron, que la distribucién de las proporciones de tiempo en cada unidad
observacional, tienen una distribucion normal. Pero el supuesto de homogeneidad
de varianzas entre los promedios porcentuales por semanas por grupos, no se
cumplid en ninguna de las variables conductuales en estudio. Asi que para
determinar la igualdad de medias entre grupos por semanas, se tomo la decisiéon

de realizar la prueba no parametrica de Kruskal Wallis.

a) Conductas de vigilancia

La figura 6a y 6b muestran las graficas de los porcentajes promedio, de las
conductas de vigilancia que presentaron los diferentes grupos, a lo largo de las 6
semanas de muestreo.

En ellas se observan, que existen similitudes en el patron de distribucién de los
porcentajes promedio, entre cada grupo en estudio. El cual fue comprobado
mediante la prueba de paralelismo, la cual no detecto diferencias significativas
entre los grupos en estudio ( p >0.05).

En las graficas 6a y 6b se puede observar que al momento del cambio
(semana 1), tanto en machos como en hembras, se presenté un aumento
significativo de la proporcion del tiempo en estados de vigilancia en comparacion
de los valores iniciales (semana 0) (Prueba de igualdad de medias dentro de

grupos p <0.05), pero los tiempos en los cuales descendieron estos porcentajes
fueron diferentes entre sexos (Kuskal Wallis p <0.05), asi por un lado se observo

en el caso de machos un pico en los porcentajes de conductas en vigilancia,
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seguido por un descenso que casi igualé a los valores obtenidos en la semana
previa al traslado (semana 0) (Prueba de igualdad de medias dentro de grupos

p <0.05), y por otro lado en el caso de hembras el aumento y la disminucién de

los porcentaje se dio de manera gradual a lo largo de las semanas de muestreo

(Prueba de igualdad de medias dentro de grupos p <0.05).

En la grafica 6a se puede observar que el porcentaje en estados de
vigilancia en el albergue nuevo (semanas 2 a la 13) fue mayor en hembras en

comparacion a los machos (Kuskal Wallis p <0.05) y que al finalizar el primer mes

(semana 4) solo en los caninos machos los valores observados fueron menores al
valor obtenido antes del traslado (semana 0) (Prueba de igualdad de medias

dentro de grupos p <0.05).

b) Conductas de descanso

La figuras 7a y 7b, muestran la graficas de los porcentajes promedio, de los
estados en descanso en los diferentes grupos, a lo largo de las 6 semanas de
muestreo. No se encontraron similitudes en el patron de distribucion de los
porcentajes promedios a lo largo de las 6 semanas de muestreo, entre los 4

grupos (Prueba de paralelismo p <0.05).

Después del traslado al nuevo albergue (figura 7b.1y 7b.2), se observa que
las hembras dentro de cada familia, poseen menor porcentaje en estados de

descanso a comparacion de los machos (Kruskal Wallis p <0.05).

Por familias se puede observar (figura 7b.2), en el caso de caninos que al
finalizar el primer mes (semana 4) y 3 meses después al traslado (semana 13), los
porcentajes en estados de descanso son menores en comparacion a los valores

iniciales (semana 0) (Prueba de igualdad de medias dentro de grupos p <0.05);

pero en felinos (figura 7b.1) estos porcentajes (semana 4 y 13), son similares a los
valores iniciales (semana 0) (Prueba de igualdad de medias dentro de grupos
p <0.05).
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C) Conducta estereotipada

Las figuras 8a y 8b muestran las graficas de los porcentajes promedio, de
los estados en conducta estereotipada en locomocion en los diferentes grupos, a
lo largo de las 6 semanas de muestreo.

Se pude observar que por familia (figura 8a), existen similitudes en los
patrones de distribucién de los porcentajes en conducta estereotipada, a lo largo
de las 6 semanas de muestreo. Y esta fue corroborada por medio de la prueba de
paralelismo, la cual no encontré diferencias significativas entre los grupos

muestreados ( p > 0.05).

Se observa que antes del traslado (semana 0), en las hembras de las 2
familias (figuras 8b.ly 8b.2), las proporciones del tiempo en conductas
estereotipadas, son significativante mayores en comparacion a los machos
(Kruskal Wallis p <0.05). Una vez hecho el cambio (semana 1), en el caso de
caninos (figura 8b.2), el porcentaje en conductas estereotipadas en hembras es
menor a comparacion de machos (Kruskal Wallis p<0.05). En felinos tanto
hembras como machos (figura 8b.1), se observa que una vez realizado el cambio
al albergue nuevo (semana 1) y en las semanas siguientes (semanas 2-13) no se
presentaron conductas estereotipadas.

En caninos hembras y machos (figura 8b.2), se observa una disminucién de
conductas estereotipadas en comparacion de los valores iniciales, en la primer
semana posterior al traslado (semana 1) (Prueba de igualdad de medias dentro de
grupos p <0.05). Para posteriormente, incrementar gradualmente y al finalizar el
primer mes (semana 4), se observa que el porcentaje en conductas estereotipadas
es menor a los valores iniciales (semana 0) (Prueba de igualdad de medias dentro

de grupos p <0.05).
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d) Conducta en exploracion

Las figuras 9a y 9b muestran las graficas en conductas de exploracion en
los 4 grupos evaluados. Se observa (figura 9a), que en cada grupo hay un
aumento gradual de las conductas en exploracion, seguido de un descenso

gradual (Prueba de igualdad de medias dentro de grupos p<0.05), y no se

encontraron diferencias significativas entre los patrones de distribucion de los
promedios en conductas exploratorias entre familias y sexos (Prueba de
paralelismo p <0.05).

En la figura 9a, se observa que existen diferencias entre sexos en los

porcentajes de exploracion del albergue nuevo (Kuskal Wallis p <0.05), siendo
estos menores en grupo de los machos. p <0.05

En los 4 grupos evaluados (figura 9a), se observa un incremento en la
proporcion del tiempo dedicado a conductas en exploracion al momento de la
reubicacion (semana 1), en comparacion a los valores iniciales (semana 0)

(Prueba de igualdad de medias dentro de grupos p <0.05); este aumento inicial

fue seguido por una disminucion gradual de la semana 2 a la 13 (Prueba de
igualdad de medias dentro de grupos p <0.05); pero los caninos machos fueron el
anico grupo en el que los porcentajes de exploracion observados al final del primer
mes, fueron menores en comparacion a los obtenidos en la semana previa al
traslado (semana 0) (Prueba de igualdad de medias dentro de grupos p <0.05).

Otro punto importante de resaltar es que el grupo de felinos tuvo mayor
porcentaje en conductas de exploracion en su albergue nuevo, en comparacion a
los caninos y que esta diferencia se mantuvo hasta 3 meses después del traslado
(Kuskal Wallis p <0.05).
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e) Conductas en locomocion

Las figuras 10a y 10b muestran las graficas de conductas en locomocién en
los 4 grupos evaluados. En donde no se encontraron similitudes en los patrones

de distribucion, entre cada grupo muestreado (prueba de paralelismo p <0.05).

En el albergue viejo (semana 0) se observo (figuras 10b.1 y 10b.2), que el
porcentaje en desplazamiento es mayor en machos en comparacion a las

hembras (Kruskal Wallis p<0.05). Pero en el albergue nuevo se observaron

diferencias entre familias y sexos por familia; asi se puede observar en la figura
10a que los caninos se desplazaron mas tiempo en su albergue nuevo en

comparacion con los felinos (Kruskal Wallis p<0.05) y que los caninos hembra

tuvieron menos porcentaje de locomocion en el albergue nuevo en comparacion a

los caninos machos (Kruskal Wallis p<0.05) y en el caso de felinos las hembras

de este grupo se desplazaron mas dentro de su albergue nuevo en comparacion a

los machos (Kruskal Wallis p <0.05).

En todos los grupos se observé un aumento gradual a lo largo de las

semanas de muestreo (Prueba de igualdad de medias dentro de grupos p <0.05)

y que al finalizar el primer mes del traslado (semana 4) y 3 meses después de este
(semana 13) no se observo que los porcentajes disminuyeran en comparacion al
los observados antes del traslado (semana 0) (Prueba de igualdad de medias
dentro de grupos p <0.05),

En el caso de las hembras en ambas familias (figura 10.4), se observa un
aumento gradual en el porcentaje de desplazamiento, hasta la segunda semana
posterior al traslado al nuevo albergue (semana 2) y posteriormente no se
observan variaciones de los mismos. Finalmente al finalizar el primer mes de

muestreo (semana 4) y 3 meses después de la reubicacién (semana 13), el
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porcentaje en desplazamiento, se mantiene por arriba de los valores iniciales

(Prueba de igualdad de medias dentro de grupos p <0.05).

3.3. Analisis de la variable respuesta: Relacién entre niveles
hormonales y conducta

Se encontrdé una correlacién positiva estadisticamente significativa (p<0.05)
entre niveles de cortisol y estados de alerta en los 4 grupos evaluados.

En el caso de conductas en descanso se observé que esta variable solo
fue significativa para el grupo de felinos machos (p<0.05) y la correlacion obtenida
fue negativa.

En conducta estereotipada y cortisol, se encontré una correlaciéon negativa
en el grupo de caninos machos y hembras (p<0.01). En estados en exploracién,
se encontré una correlacion positiva, estadisticamente significativa (p<0.05) en los
grupos de caninos hembras y felinos hembra.

No se encontrg relacion ente conductas de desplazamiento y cortisol, en
ninguno de los grupos evaluados.

El cuadro 7 resume los grados de correlacidon encontradas en cada una de las

variables analizadas.

FELINOS FELINOS CANINOS CANINOS
MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRA
ALERTA Correlacién de Pearson .921(**) .847(%) .866(*) 0.809(*)
Sig. (2-colas) 0.009 0.033 0.026 0.05
DESCANSO Correlacién de Pearson -.828(*) -0.528 -0.148 -0.356
Sig. (2-colas) 0.042 0.282 0.78 0.489
ESTEREOTIPIA Correlacion de Pearson -0.26 -0.396 -0.806(*) -.939(*)
Sig. (2-colas) 0.618 0.437 0.05 0.006
EXPLORACION Correlacién de Pearson 0.37 .869(%) 0.622 .897(%)
Sig. (2-colas) 0.47 0.025 0.187 0.015
LOCOMOCION Correlacion de Pearson -0.409 0.291 -0.716 0.241
Sig. (2-colas) 0.421 0.576 0.109 0.646
Cuadro 7. Correlacién cortisol vs variables de conducta en los 4 grupos analizados.

* significancia al 0.05
** gignificancia al 0.01
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4. DISCUSION

4.1. Validacién

Como se puede observar en los resultados, todos los puntos de la
validacion entraron dentro de los parametros aceptables para la misma, aun y
cuando varios autores recomienden anticuerpos contra corticosterona, para la
determinacion de actividad adrenocortical a partir de extractos fecales (Wasser
SK, 2000). Por lo tanto es factible la utilizacién del anticuerpo contra cortisol de
laboratrios Chemicon, utilizado en el presente estudio para especies de caninos
y felinos silvestres. Ya que este anticuerpo tiene la ventaja de ser policlonal y su
especificidad no demostré ser tan rigida hacia un solo antigeno.

Asi mismo el protocolo de extraccion y medicion por medio de RIA
utilizado en este trabajo, asi como en otras investigaciones relacionadas en
determinar niveles hormonales a partir de heces (Brousset D, 2003; Pifarré M,
2004; Ugaz RC, 2004), se puede aplicar en Ledn africano y Coyote de forma

confiable.

4.2. Niveles hormonales de cortisol

Los resultados obtenidos mostraron que existen diferencias de los
patrones de distribucion de los niveles de cortisol entre sexos. Asi en el grupo
de hembras se observd que en respuesta a un cambio de albergue, los niveles
promedio de cortisol sufren un aumento y disminucion gradual a lo largo de las
semanas de muestreo en comparacion de el grupo de machos en el cuales se

presenta un pico al momento del cambio seguido de una disminucion que casi
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iguala los valores iniciales de cortisol. Estos dos patrones son parecidos a los
gue han postulado Saposky y McEwen, en relacién a la posible presentaciéon
grafica de glucocorticoides liberados como respuesta a un evento estresante.
Sapolsky menciona que la presentacion grafica de la respuesta fisioloégica de
los niveles de glucocorticoides, ante un evento estresante es una “U” invertida
(Greenberg N et al.,, 2002; Korte MS et al., 2005; McEwen BS and Sapolsky
RM, 1995; Sapolsky RM, 1997; Sapolsky RM et al., 2000), asi mismo McEwen
ha propuesto varios patrones de distribucion de los niveles de glucocorticoides,
con relacidon a la capacidad de causar dafio a nivel fisiologico (figura 9)
(McEwen BS and Wingfield JC, 2003), las diferencias entre estos patrones
reside en la amplitud longitudinal de la curva obtenida. El postula que entre
mAas angosta sea la curva de glucocorticoides mejor sera la respuesta a estrés
ya que no se sobrepasa la demanda energética a largo plazo ante un evento
estresante y por lo tanto el organismo no tiene la necesidad de activar otros
mecanismos para mantener la homeostasis(McEwen BS and Wingfield JC,
2003), asi entre mas se expanda en forma longitudinal esta curva los niveles de
glucorticoides se mantienen altos por mas tiempo y por lo tanto los sistemas
necesarios para mantener una adecuada adaptacion al evento estresante
(sistema inmune, taza metabdlica, actividad cerebral, etc.) se mantendran
activos por mas tiempo y luego entonces se pueden empezar a manifestar
problemas. (McEwen BS and Wingfield JC, 2003). Bajo estos supuestos se
podria sospechar que las hembras tienen mayor dificultad para afrontar una
situacidén estresante en comparacion con los machos, ya que la distribucion
gréafica de sus niveles de cortisol, fueron mucho mas amplias en comparacién a
los machos. En estos ultimos se observo un pico seguido de un descenso, pero
en las semanas siguientes también se presentaron otros picos de cortisol
promedio, el cual se puede atribuir a que en esas semanas se presento
conducta sexual y como anteriormente se menciond, el aumento de niveles de
testosterona gonadal esta relacionada con aumentos de glucocorticoides en
machos (Meikle WA, 1989). Este aumento de niveles de metabolitos de cortisol

obtenido de muestras fecales, relacionado a un aumento de niveles de
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testosterona se ha reportado también en ocelotes (Leopardus pardalis) (Ugaz
RC, 2004).

Las diferencias encontradas entre sexos no solo estuvieron relacionadas
a su distribucion sino también a los niveles; asi se encontré que los niveles de
cortisol en hembras fueron significativamte mayores en comparacién a los
machos. En relacién a la existencia de diferencias de niveles glucorticoides
entre sexos, no existen consistencias en los estudios dirigidos a este punto. Por
un lado algunos investigadores han encontrado diferencias entre sexos
sometidos a diferentes estresores. En estos estudios se ha observado que las
hembras tuvieron mayores niveles de cortisol en comparacién con los machos
(Campbell T et al., 2005). Y por otro lado, estudios hechos con niveles de
cortisol fecal en lobos, no se encontraron diferencias entre sexos (Pifarré M,
2004).

4.3. Conductas

a) Conductas en vigilancia

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el tiempo en
que disminuyen los porcentajes promedio en conductas de vigilancia y de los
porcentajes promedio entre sexos y familias como respuesta a un cambio de
albergue. Luego entonces en las hembras de cada familia se observo que la
disminucién de estos porcentajes fue mas gradual y que estos porcentajes fueron
mas altos en comparacion con los machos y que los felinos exploraron mas su
albergue nuevo en comparacion con los caninos. Se sabe que los estados de
vigilancia, ayudan al organismo a mantener un 6ptimo nivel de informacion
sensorial y por lo tanto excitacion en el SNC (Hughes RN, 1997). Al igual que en el
caso de los patrones de estrés, se estipula que los estados de vigilancia tienen
una forma de U, que se conoce como “estimulo impacto”, el cual es una

combinacion de varias variables y de estimulos, que lo pueden estar afectando
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(Hughes RN, 1997), como son la falta de prediccion del ambiente y la novedad
(Haile CN et al., 2001). En consecuencia, los estados de vigilancia son
directamente proporcionales al estimulo y. Asi al parecer las hembras vy los felinos
son mas sensibles al cambio, ya que los patrones de distribucion de los
porcentajes son mas amplios en hembras y sus niveles son mas altos en felinos y

en las hembras también.

b) Conductas de descanso

Se observé que en el albergue nuevo en todos los grupos se disminuyo el
porcentaje promedio en conductas de descanso. Muy probablemente esto se
debié a que al estar en un encierro mas complejo, dedicaron mas tiempo en
exploracion del mismo. Esto se ha observado también en otras especies, a las
cuales se les ha mejorado la complejidad de los albergues, por medio de
programas de enriquecimiento ambiental ((Brousset D, 2003; Carlstead K, 1991,
Carlstead K, 1996a; Carlstead K et al., 1993; Gutierrez DM, 2004; Ojeda CJ,
2002)

c) Conducta estereotipada

Con respecto a esta conducta se presentaron dos fendmenos
interesantes, por un lado en el albergue nuevo los felinos que presentaban
conducta estereotipada de locomocion no la presentaron durante las semanas
de muestreo y por el otro en el caso de canidos, siguieron presentando
conducta estereotipada en el albergue nuevo pero los porcentajes fueron
menores en comparacion al los que presentaban en el albergue anterior. Esta
disminucién de los porcentajes en conducta esterotipada en el albergue nuevo,
muy probablemente se debid, a que el tamafio y la complejidad del mismo es
mucho mayor en comparacion del albergue que anteriormente habitaban. Se ha
estipulado que una de las principales causas en la presentaciéon de conductas

estereotipadas de locomocion, es por la motivacion frustrada de exploracion y
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busqueda de alimento en ambientes poco complejos, como los que se pueden
presentar en zooldgicos (Carlstead K, 1991; Carlstead K, 1996a; Carlstead K,
1996b; Carlstead K et al., 1993; Carlstead K and Seidensticker J, 1991; Mason
GJ, 1991). Por lo tanto al darles la oportunidad de poder explorar y desplazarse
en un albergue mas amplio, es muy probablemente que pudieron consumar
esta motivacion y por lo tanto no tuvieron la necesidad de seguir desarrollando
conducta estereotipada de locomocion. Este comportamiento se ha visto en
otras especies de animales silvestres mantenidos en cautiverio, en donde se
observd que la complejidad del albergue, disminuye la presentacion de
conductas anormales (Brousset D, 2003; Carlstead K, 1991; Carlstead K,
1996a; Carlstead K, 1996b; Carlstead K et al., 1993; Gutierrez DM, 2004)

d) Conductas en exploracion

En el presente estudio se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los porcentajes promedio de conductas en exploracion entre
sexos y familias, Asi las hembras y los felinos ocupan un mayor tiempo en
conductas de exploracion en su albergue nuevo y también se observo que tres
meses después de su traslado, los niveles de exploracibn en caninos eran
menores en comparacion a los felinos y aun mas, eran menores a lo que
presentaban en su albergue anterior. Las conductas de exploracion le sirven al
individuo para recabar informacién para el SNC y por lo tanto tienen una accion
directa para el aprendizaje y el reconocimiento del medio ambiente y de otros
individuos con los que se Interactua diariamente (Hughes RN, 1997). Asi que
entre mas complejo y novedoso sea un encierro, se estimulan mas conductas
exploratorias en animales silvestres mantenidos en cautiverio (Carlstead K, 1991,
Carlstead K, 1996b; Carlstead K et al., 1993; Zimmermann A et al., 2001). Por lo
tanto no solo el hecho de cambiar a un animal a un albergue nuevo y mas
amplio, nos garantiza que los periodos de exploracion se mantengan por un largo

tiempo, ya que si no se mantiene continuamente en cambio es muy probable que
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le pierda el interés rapidamente y esto muy probablemente explique lo que pasoé
en el caso de caninos ya que a estos no se les implemento un programa de
enriquecimiento ambiental y en el caso de felinos si se les tenia contemplado un

programa de este tipo.

e) Conductas en locomocion

Finalmente el tiempo dedicado a conductas en desplazamiento fue mayor
en los albergues nuevos, esto muy probablemente se debié a que el tamafio del
albergue nuevo en mucho mayor en comparacion del albergue viejo. Y por lo
tanto se tienen que desplazar mas para poderlo recorrer.

Por otro lado se observé que existieron diferencias entre familias en el
tiempo dedicado a conducta en locomocion, aun y cuando en las 4 especies
evaluadas es comun se observe mayor actividad al anochecer y al amanecer
(Bekoff M, 1978; Gomez O, 1994; Servin J, 1991; Stander PE, 1992). Estos
cambios pudieron haberse debido a que los periodos de actividad en los felinos
fueron principalmente durante las horas de busqueda de alimento, el cual se les

proporcionaba por las mananas.

4.4. Relacién entre niveles hormonales y conducta

Como anteriormente se habia mencionado, ante un evento estresante
existe un incremento en los estados de vigilancia (conductas de Alerta),
relacionado con la activacion del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (HHA), que
puede ir acompafiado por un incremento en estados de ansiedad y miedo, si el
animal no tiene control del evento (Ursin H and OIff M, 1993). En el presente
estudio se encontré esta misma relacion, ya que se encontré una correlacion
positiva entre estados de vigilancia y niveles de metabolitos de cortisol, en

ambos sexos de las 2 familias en estudio.
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Otro punto importante en el presente estudio, es que se hallé una relacion
entre los niveles de cortisol y conductas estereotipadas, en el grupo de caninos
de ambos sexos. Esta correlacion fue de tipo negativa y este resultado respalda
al supuesto de que las estereotipias no sélo son conductas anormales, ya que no
son parte del comportamiento natural de los animales (Faser AF and Broom D M,
1990). Sino que también son mecanismos que ayudan al animal, a enfrentar
eventos que estan fuera de su control, ya que se ha visto que el desarrollo de las
mismas, reducen las respuestas fisioldgicas asociadas a estrés (Koolhaas JM et
al., 1999; Mason GJ, 1991; Rushen J, 1993).

Asi animales que desarrollan estereotipias, presentan menos ulceras
gastricas ((Wiepkema PR et al., 1987), baja su actividad noradrenergica
(Schouten WG and Wiepkema PR, 1991), y reducen estados de ansiedad a
nivel de SNC (Mason GJ, 1991), principalmente por medio de la secrecion, de
péptidos opioides a nivel de SNC (Barchas JD and Altemus M, 2000; Mason GJ,
1991). Pero al mismo tiempo las estereotipias son un mecanismo de auto-
evasion, relacionados a una respuesta baja hacia los estimulos externos (Broom
DM and Johnson KG, 1993; Faser AF and Broom D M, 1990; Mason GJ, 1991),
gue a largo plazo causa un detrimento de tipo cognoscitivo en el animal. Y por lo
tanto se forma un circulo vicioso, ya que al no estar recibiendo informacion de
forma adecuada del exterior, se reduce su capacidad de aprender y por lo tanto
de responder de forma adecuada a otras adversidades (Broom DM and Johnson
KG, 1993; Faser AF and Broom D M, 1990; Mason GJ, 1991).

Finalmente aln y cuando en todos los grupos evaluados se encontré una
correlacién positiva entre conductas de exploracion y niveles hormonales, sélo en
las hembras fue significativa.

Estudios en animales de laboratorio (ratas) ha demostrado, que existe una
prevalencia alta en hembras de iniciar conducta de exploracién en presencia de
un ambiente nuevo, en comparacion con los machos expuestos a pruebas de
exploraciéon en campo abierto (Campbell T et al., 2005; Heinsbrock RO et al.,

1988). Asimismo las hembras presentan niveles mas altos de glucocorticoides,
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como respuesta a eventos estresantes, en comparacion con los machos
(Michaells T et al., 2000)

Para finalizar, una de las posibles explicaciones de porqué las hembras
exploran mas, descansan menos, se encuentran en vigilancia mas y porqué los
niveles de cortisol, se mantienen por mas tiempo por arriba de los valores
iniciales; es porqué evolutivamente las hembras tiene mayor carga fisiolégica,
ya que son las responsables de procrear y en la mayoria de los casos, de
cuidar solas a la progenie (Korte MS et al., 2005). Por lo tanto, tienen que estar
constantemente en la busqueda de alimento y estar alertas a cualquier
predador o peligro. Se ha visto que niveles altos y constantes de
glucocorticoides, incrementan CRH a nivel de amigdala e hipotalamo (region
paraventricular) (Heinrich SP et al., 1995; Koob GF, 1999). Y estos nucleos a su
vez mandan inervacion al nucleo azul (locus coerueleus), el cual en conjunto
con la amigdala se encuentra relacionado a estados de vigilancia y busqueda
(Davidson GL, 2003). Evolutivamente esto es un beneficio, ya que aumenta los
estados de alerta para la busqueda y deteccion de peligro (Davidson GL, 2003;
Korte MS et al.,, 2005). Pero también tiene un costo y se ha visto que esta
respuesta, se encuentra relacionada a mayor vulnerabilidad para desarrollar
problemas depresivos y psicéticos (Gold WP et al.,, 1995). Los estados
depresivos provocan que este estado se vuelva un circulo vicioso, ya que
constantemente se esta liberando CRH y por lo tanto sigue la retroalimentacion
positiva para los glucocorticoides. Esto provoca que estas hormonas se sigan
liberando constantemente (Gold WP et al., 1995; Sapolsky RM et al., 2000) y a
largo plazo comprometen la supervivencia del individuo, como anteriomente se

habia apuntado.
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5. CONCLUSIONES

Las conclusiones generadas en el presente estudio son:

a)

b)

d)

La utilizacién del anticuerpo (AB916) de laboratorios Chemicon, es una
buena opcién para ser utilizado en la determinacion de niveles de
metabolitos de cortisol en Ledn Africano (Panthera leo), Ocelote (Leopardus
pardalis), Coyote (Canis latrans) y lobo mexicano (Canis lupus baileyi).

La metodologia de extraccion fecal, utilizada en este estudio y reportada
por otros autores, es adecuada para la determinacibn de niveles
metabolitos de cortisol a partir de extractos fecales en Ledn Africano
(Panthera leo) y Coyote (Canis latrans).

Si se planean hacer traslados de hembras de las especies utilizadas en
este estudio a lugares nuevos, ya sea para reubicacion o formacion de
grupos, se debera tomar en cuenta que se necesitard de al menos un mes
para que los niveles de cortisol fecal y de conductas de vigilancia recuperen
su estado inicial.

El cambio a un albergue de mayor tamafio y complejidad, tuvo un efecto
positivo en cuanto a la disminucion de las conductas estereotipadas y al
aumento en las conductas de exploracion, lo que se traduce en una mejoria
del bienestar de los ejemplares estudiados.

Es necesaria la evaluacion conductual y hormonal a largo plazo de factores
estresantes en animales silvestres mantenidos en cautiverio, ya que son
fuente de informacion valiosa de los mecanismos que utilizan los animales

para poder hacerles frente.
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El conocimiento de la relacion entre respuestas fisiolégicas y de conducta
en caninos y felinos silvestres mantenidos en cautiverio, permite la
utilizacion del monitoreo conductual como una herramienta no invasiva para
la medicion de forma indirecta de las respuestas a un evento estresante

como es el cambio a un nuevo albergue.
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Figura 5b. Niveles de cortisol por grupo evaluado
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Figura 6a. Porcentaje promedio en vigilancia en todos los
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Figura 6b. Porcentaje promedio en vigilancia por grupo evaluado
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Figura 7a. Porcentaje promedio en descanso en todos los
grupos evaluados
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Figura 7b. Porcentaje promedio en descanso por grupo evaluado
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Figura 8b. Porcentaje promedio en locomocion estereotipada por grupo

evaluado
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Figura 9b. Porcentaje promedio en exploracion por grupo evaluado
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Figura 10b. Porcentaje promedio en locomocién por grupo evaluado

Figura 10b.1. Porcentaje promedio en locomocion en el
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7.2.2. ETOGRAMA CANINOS (Lobos y Coyotes) (modificado de
Bekoff M, 1978; Servin J, 1991; Rivera RJ, 2003).

CONDUCTA INDIVIDUAL.

e LOCOMOCION (LOC): Cualquier movimiento para desplazarse
con un fin determinado, estando el animal alerta. (Correr, Caminar,
Trepar a troncos o paredes, Saltar de un lugar a otro, Trotar)

e ESTEREOTIPIA DE LOCOMOCION (EST): Las estereotipias son
patrones de conducta repetitiva, sin variacion y sin una funcién u
objetivo obvio. Corresponde a un recorrido especifico en un area
determinada.

e DESCANSO (DSC): Echado en decubito lateral o esternal, con los
ojos cerrados y sin prestar atencion a lo que ocurre a su alrededor.

e VIGILANCIA (VIG): Cuando el animal permanece sentado (VIG-s),
echado (VIG-e), parado (VIG-est), alerta con los ojos abiertos y
prestando atencién a lo que ocurre a su alrededor.

e EXPLORACION (EXP): Actividades donde el animal muestra
interés por lo que ocurre a su alrededor y realiza alguna accién de
busqueda como desplazarse olfateando, pararse o desplazarse
atento en un solo punto, acecha o escarba.

e CONSUMO (CONS): Comer, beber, morder o masticar el pasto,
relamerse con relacion al consumo de agua o alimento.

e CUIDADO CORPORAL (CORP): Acicalarse con la lengua,
rascarse, morder el pelo.

e VOCALIZACION (VOC): Aullidos (VOC-au), grufiidos (VOC-gr),

e CONDUCTA DE ELIMINACION (ELIM): Orinar, defecar.
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7.2.1. ETOGRAMA FELINOS: OCELOTE, JAGUARUNDI Y MARGAY
(modificado de Brousset D, 2003; Mellen JD, 1989 ; Stander PE,
1992).

CONDUCTA INDIVIDUAL.

e LOCOMOCION (LOC): Cualquier movimiento para desplazarse
con un fin determinado, estando el animal alerta. (Correr, Caminar,
Trepar a troncos o paredes, Saltar de un lugar a otro, Trotar)

e ESTEREOTIPIA DE LOCOMOCION (EST): Las estereotipias son
patrones de conducta repetitiva, sin variacion y sin una funcion u
objetivo obvio. Corresponde a un recorrido especifico en un area
determinada.

e DESCANSO (DSC): Echado de decubito lateral o esternal, con los
ojos cerrados y sin prestar atencion a lo que ocurre a su alrededor.

e VIGILANCIA (VIG): Cuando el animal permanece sentado (VIG-s),
echado (VIG-e), parado (VIG-est), con los ojos abiertos y
prestando atencion a lo que ocurre a su alrededor.

e EXPLORACION (EXP): Actividades donde el animal muestra
interés por lo que ocurre a su alrededor y realiza alguna accion de
busqueda como olfateo, pararse atento, acechar.

e CONSUMO (CONS): Comer, beber, morder o masticar el pasto,
relamerse con relacion al consumo de agua o alimento.

e CUIDADO CORPORAL (CORP): Acicalarse con la lengua, afilarse
las uias, rascarse, morder el pelo.

e VOCALIZACION (VOC): Grufiidos, maullidos.
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