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Validacion y aplicacion de la prueba ELISA para
medir cortisol fecal en jaguar (Panthera onca) y
puma (Puma concolor) durante un programa de
enriquecimiento ambiental en el Zooldgico Jaime

Duquet?

Catalina Rodriguez Alvarez* / Leonardo Arias Bernal**

RESUMEN

El enriquecimiento ambiental busca aumentar

el bienestar de los animales cautivos mediante
la provision de estimulos que motiven la
realizacion de comportamientos tipicos de la
especie. A las poblaciones de jaguares (Panthera
onca) y pumas (Puma concolor) presentes en el
Zoologico Jaime Duque se les aplico un programa
de enriquecimiento ambiental y con el fin de
probar si su bienestar aumentaba, se realizaron
mediciones de cortisol en materia fecal mediante
la prueba de ELISA, para lo cual hubo necesidad
de validar la técnica para cada especie. La
prueba utilizada resultoé ser valida para ambas
especies; sin embargo, los niveles de cortisol se
ven influenciados por multiples variables y no

se hizo evidente la reduccion de los niveles del
mismo con el enriquecimiento ambiental.

Palabras clave: cortisol, estrés, jaguar (Panthera
onca), puma (Puma concolor).

VALIDATION AND APPLICATION OF ELISA
TEST TO MEASURE FAECAL CORTISOL

IN JAGUARES (PANTHERA ONCA) AND
couGARES (PUMA CONCOLOR) DURING AN
ENVIRONMENTAL ENRICHMENT AT JAIME
Duoue Zoo

ABSTRACT

The aim of the environmental enrichment is to
increase the captive animal welfare, by providing
them with stimulus that motivate the fulfilment
in the specie natural behaviour. An environmental
enrichment program was tested on the jaguar s
(Panthera onca) and cougar’s (Puma concolor)
population at the Zoologico Jaime Duque, the
objective was to confirm if the welfare really
increased, Faecal cortisol was monitored by ELISA
test, for this, validating the technique for each
specie was needed. The carried out test turned
out to be valid for both species; however, the
cortisol levels are influenced by many multiples
variables, and it was not evident the reduction of
the levels with environmental enrichment.

Key words: Cortisol, Stress, Jaguar (Panthera
onca), Cougar (Puma concolor).
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INTRODUCCION

Entre las responsabilidades de los zoologicos esta
el apoyar la conservacion de las especies a su car-
go, y como tal, es indispensable que se ocupen de
su bienestar. Entre los factores que afectan a los
animales en cautiverio, el estrés es uno de los mas
importantes, puesto que interfiere en el desarrollo
de comportamientos naturales tan importantes
como la reproduccion (Smith, 2004).

Las variaciones de la homeostasis provocan una
serie de respuestas endocrinas y neuronales co-
nocidas como estrés (Turner et al., 2002; Abbott
et al., 2003). Este es un fenomeno adaptativo de
proteccion y por lo general actua para conservar la
vida en situaciones de amenaza (Klein, 1998).

Un estresor puede ser definido como cualquier dis-
ruptor de la homeostasis, entre los que se encuen-
tran factores ambientales como las temperaturas
extremas o factores fisioldgicos como la escasez
de agua y/o alimento y factores sicosociales como
peleas, subordinacion social o carencia de control
sobre una situacion dada (Nelson, 2000).

En 1915, Walter Cannon propuso la «teoria de
emergencia» de las glandulas adrenales, la cual
sugiere que la secrecion de epinefrina en la mé-
dula adrenal se incrementa luego de la exposicion
a un estresor. Este componente inmediato de la
respuesta al estrés se llama pelea o huida, debido
a que los cambios fisioldgicos que se producen en
cuanto al tono cardiovascular, tasa respiratoria y
flujo sanguineo dirigido a los musculos, pueden
soportar cualquiera de las dos respuestas com-
portamentales. Luego de unos minutos, la corteza
adrenal secreta glucocorticoides (corticosterona en
la mayoria de los roedores, aves y reptiles; cortisol
en primates y carnivoros) (Nelson, 2000).
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La respuesta al estrés tiene varios efectos adap-
tativos: incrementa la disponibilidad inmediata
de energia, incrementa la utilizacion de oxigeno,
reduce el flujo sanguineo en partes no necesarias
para el movimiento, inhibe la digestion, el creci-
miento, la funcién inmune, la reproduccion y la
percepcion del dolor. Sin embargo, las caracteris-
ticas patologicas del estrés crénico incluyen fatiga,
miopatia, hipertension, Ulceras gastricas, enanismo
sicosocial, impotencia y anovulacion, entre otras
(Nelson, 2000).

Recientemente, el aumento en la disponibilidad
de los radioinmunoensayos (RIA) y los inmunoen-
sayos ligados a enzimas (ELISA) ha facilitado que
se cuantifique el estrés mediante la medicion de
la concentracion de glucocorticoides en la sangre.
Las ventajas de este método son: la precision, la
medicion de la cantidad de hormonas indepen-
dientemente de las fluctuaciones temporales y las
mediciones seriadas sobre el mismo individuo. Sin
embargo, el solo hecho de obtener una muestra
de sangre incrementa el estrés del animal, razon
por la cual se desarrollo la técnica de medicion de
glucocorticoides en productos de excrecion (orina
y heces) (Harper y Austad, 2000).

Se ha probado que las hormonas esteroideas fecales
son muy Utiles para monitorear la fisiologia repro-
ductivay del estrés, puesto que las heces contienen
grandes cantidades de dichas hormonas, tales como
estrogenos, progestinas, corticosterona, cortisol y
mineralocorticoides. Estas hormonas son estables,
a pesar de que en el intestino son metabolizadas
por la flora y enzimas intestinales (Wasser et al.,
2002).

Los metabolitos fecales presentan fuertes diferen-
cias especie-especificas, por lo cual es necesario
validar la prueba para cada nueva especie con la que
se va a trabajar (Dehnhard et al., 2001; Wasser et



al., 2002). El objetivo del presente trabajo es vali-
dar la técnica de ELISA para medir la concentracion
de cortisol presente en la materia fecal del jaguar
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(Panthera onca) y el puma (Puma concolor) y asi
disponer de una manera objetiva de monitoreo del
estrés en estos animales (Figuras 1y 2).

Ficura 1. JAGUAR (P. ONCA) IDENTIFICADO CON EL

NOMBRE DE M ANCHAS. FoToGRAFGA CARLOS BRIcEZ.

Ficura 2. PumA (P. CONCOLOR) IDENTIFICADO

£l enriguecimiento ynment'gl €S un principio de
CON'EL NOM BRE DE YANQUI. FOTOGRAFSA 'RICHARD

W AGNER.

cuidado animal por medio del cual se pretende
mejorar la calidad del ambiente en cautiverio
mediante la identificacion y provision de estimulos
ambientales que son necesarios para el bienestar
fisiolégico y sicoldgico. Esto incluye una gran varie-
dad de técnicas innovadoras e ingeniosas, objetos y
practicas cuyo objetivo es mantener a los animales
en cautiverio ocupados (Figuras 4 y 5), incremen-
tando el rango y diversidad de las oportunidades
comportamentales y proveyendo ambientes mas
estimulantes (Shepherdson, 1998).

Este trabajo se desarroll6 simultaneamente con un
estudio comportamental que buscaba identificar

las diferencias relacionadas con la actividad de
los animales antes y durante el enriquecimiento
ambiental. Teniendo en cuenta que uno de los ob-
jetivos de esta técnica es la reduccion del estrés,
se analizaron las muestras de materia fecal toma-
das durante el mismo periodo de tiempo, una vez
validada la técnica de medicion de cortisol fecal
por ELISA para cada especie.

M ETODOLOGGA

Este estudio se llevo a cabo en el Zooldgico Jaime
Duque, ubicado en la Sabana de Bogota, durante
9 meses de muestreo no continuo. En la Tabla 1
se presentan los individuos estudiados, los cuales
fueron divididos en grupos.
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TaBLA 1. DESCRIPCION DE LOS INDIVIDUOS ESTUDIADOS. Los GRUPOS 1 Y 2 ESTON CONFORMADOS POR JAGUARES,
M IENTRAS QUE LOS GRUPOS 3 Y 4 SON DE PUMAS.

Especie Individuo | Grupo Sexo Edad Procedencia

Panthera onca | Manchas 1 Macho 12 anos Vida silvestre
Buffy 2 Hembra 7 anos Cautiverio
Oridn Macho 1 afnos Cautiverio

Puma concolor | Martin 3 Macho 16 anos Vida silvestre
Maye Hembra 13 anos Vida silvestre
Yanqui 4 Macho 3 afos Vida silvestre
Tyson Macho 3 anos Vida silvestre

Cada grupo sale a la zona de exhibicion dia de por
medio, mientras el otro grupo permanece en el
cubil. Diariamente se hace limpieza en los encie-
rros, por lo que este momento se aprovecho para
recoger las muestras de materia fecal, cada una
de las cuales se marco con el nombre del grupo
al cual pertenecia y la fecha de recoleccion. Las
muestras se mantuvieron refrigeradas a -20° C
hasta el momento de su analisis. No todos los dias
se podian recoger muestras puesto que no siempre
se encontraban heces en los encierros, por lo tanto
se decidié hacer un muestreo aleatorio.

Para extraer los esteroides de las materia fecal,
se adapto el protocolo utilizado en Morais et al.
(1996); Terio et al., 1999 y Wielebnowski et al.
(2002).

Descongelar las muestras.

0.5 gr de materia fecal se disuelve en etanol
acuoso (90%) y se calienta en un bafio Maria
durante 20 minutos.

Centrifugar a 1200 gravedades (g) durante 15
minutos.

Recuperar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 5 ml de etanol acuoso
(90%).

Mezclar utilizando vortex por 1 minuto.
Centrifugar a 1200 g durante 15 minutos.
Recuperar el sobrenadante.

Combinar ambos sobrenadantes y dejarlos secar
completamente.

Redisolver en 1 ml de metanol.

Diluir 1:10 en una solucion buffer fosfato
(0.01MPQO,; 0.14M NaCl; 0.01% NaN,; 0.5%BSA;
pH 7)

La cantidad de cortisol presente en esta extraccion
se cuantifico mediante la técnica ELISA. En el pre-
sente estudio se utilizo un kit para la determinacion
cuantitativa de cortisol en suero y plasma humano
(Cortisol ELISA Cat.-No.:RE 520 61)2.

Para estandarizar la prueba en ambas especies,
se escogio la extraccion (una por especie) que es-

2 IBL Immuno-Biological Laboratories, Hamburgo.
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tuviera mas oscura, asumiendo que era alli donde
habia una mayor concentracion de esteroides, y
se diluyd en concentraciones de 1:10; 1:20; 1:40;
1:80; 1:160; 1:320 (en los jaguares se realizd dos
diluciones adicionales de 1:640 y 1:1280). Luego
de medir la absorbancia a 450nm se graficaron los
resultados en papel semi-logaritmico, donde las
abscisas corresponden a la concentracion de la
muestra y las ordenadas a la densidad optica.

El kit incluye soluciones control de diferentes dilu-
ciones (1; 20; 50; 100; 200; 400; 800) que al anali-
zarlas y luego graficarlas dan como resultado una
curva (Figura 3). Para determinar que el ensayo es
valido para las muestras tratadas, la curva obtenida
debe tener la misma forma que la del control.

FicurA 3. CURVA T6PICA DE CALIBRACIUN OBTENIDA

AL ANALIZAR LAS SOLUCIONES CONTROL QUE VIENEN EN

EL KIT DE ELISA. (ExTRAGDO DEL MANUAL CORTISOL
ELISA RE 520 61, IBL).

081

06 +

04 4

02+

Este estudio se realizo simultaneamente con la
aplicaciéon de un programa de enriquecimiento
ambiental en ambas especies, por lo que se reco-
gieron muestras de materia fecal antes y después
de la aplicacion del mismo, con el fin de observar
los cambios que se pudieran presentar en cuanto a
la concentracion de cortisol, y por lo tanto medir el
estrés, una vez al animal se le ofrecieran diferentes
enriquecedores (Figuras 4 y 5).
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FiGurA 4. JAGUAR INTERACTUANDO CON UNA PALETA DE
PESCADO DURANTE EL PROGRAMA DE ENRIQUECIM IENTO

AMBIENTAL. FoTtoGcrAFA CATALINA RODRGGUEZ—

OLVAREZ.

FicurAa 5. LA CARNE EN POLEA SIMULA EL ESCAPE DE
LA PRESA HACIENDO QUE EL PUMA ENFRENTE EL DESAFG0
PARA CONSEGUIRLA. FOTOGRAFGA LEONARDO ARIAS

BERNAL.
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Con la curva de validacion, se procede a ubicar
sobre ésta los puntos de las otras muestras para
obtener la concentracion de cortisol en cada una
de ellas. Al tener la densidad o6ptica, se ubica este
valor sobre la curva y se traza una linea perpendi-
cular al eje de las abscisas y el punto donde esta
linea y el eje se crucen, corresponde al valor de la
concentracién de cortisol.

RESULTADOS Y DISCUSIUN

En las Tablas 2 y 3 se presentan los valores de ab-
sorbancia obtenidos en una serie de diluciones de
una misma extraccion de glucocorticoides de pumas
y jaguares, respectivamente. Dichos valores se gra-
ficaron para obtener la curva de estandarizacion.

TABLA 2. ABSORBANCIA DE LA DILUCIGN SUCESIVA DE
UNA EXTRACCIUN DE MATERIA FECAL DE PUMA. A PARTIR
DE ESTOS RESULTADOS SE REALIZ{ LA VALIDACIUN DE LA

PRUEBA DE ELISA PARA ESTA ESPECIE.

Dilucion Absorbancia
1:10 0.5645
1:20 0.7125
1:40 0.8395
1:80 1.2815
1:160 1.5340
1:320 1.5245

TABLA 3. ABSORBANCIA DE LA DILUCIGN SUCESIVA
DE UNA EXTRACCIUN DE MATERIA FECAL DE JAGUAR. A
PARTIR DE ESTOS RESULTADOS SE REALIZU LA VALIDACIUN

DE LA PRUEBA DE ELISA PARA ESTA ESPECIE.

Dilucion Absorbancia
1:10 1.1710
1:20 1.1805
1:40 1.2735
1:80 1.2970
1:160 1.3460
1:320 1.3990
1:640 1.4395

1:1280 1.5345
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Para comparar la curva control, y las obtenidas con
la dilucion de las muestras, se debe tener en cuenta
que en la primera, sobre el eje de las abscisas, la
concentracion de cortisol en las muestras, aumenta
hacia la derecha; mientras que en las curvas obte-
nidas sucede lo contrario. Esto implica que se debe
analizar la forma de la grafica como si estuviera
reflejada en un espejo.

La curva obtenida a partir de la dilucion de una de
las extracciones de glucocorticoides de los pumas
(Figura 6), no deja muy claro si la prueba es valida
0 no para la especie. La forma es similar a la curva
control mostrada en la Figura 3; sin embargo esta
ultima no presenta la meseta que se observa en el
caso de los pumas. Esto puede indicar que cuan-
do la concentracién de cortisol en la muestra es
muy baja (la dilucién es mayor) la prueba pierde
sensibilidad.

Con base en los resultados anteriores, no se puede
afirmar que la prueba sea valida para la especie
Puma concolor, seria recomendable validar otro
ensayo que utilice un anticuerpo diferente al que se
utilizo para este estudio. Sin embargo, en este caso



se decidi6 analizar las muestras recogidas puesto
que las absorbancias obtenidas fueron muy bajas,
lo que indica que la concentracion de cortisol es
muy alta (Tabla 4).
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La curva de los jaguares (Figura 7) es mucho mas
parecida a la del control (Figura 3), por lo que se
consideré que la prueba era valida para la especie
Panthera onca.

Ficura 6. CURVA OBTENIDA A PARTIR DE LA DILUCIUN
DE UNA DE LAS MUESTRAS DE MATERIA FECAL DE LOS
PUMAS.

.2

(=]

[

£

]

£
Dilucion

FicurA 7. CURVA OBTENIDA A PARTIR DE LA DILUCION
DE UNA DE LAS MUESTRAS DE MATERIA FECAL DE LOS

JAGUARES.

Hhsorbancia

Dilucion

de las muestras de materia fecal tomadas en ambas
especies antes y durante el programa de enrique-
cimiento ambiental. A partir de estos datos se ob-
tuvo la concentracion de cortisol en cada muestra,
dada en ng/ml. En los pumas, donde no aparece
la concentracion de cortisol indica que el valor de
la absorbancia fue muy bajo y por lo tanto no se
pudo ubicar sobre la grafica.

El nimero de muestras colectadas antes de iniciar
el plan de enriquecimiento ambiental fue muy
bajo, en comparacion a las tomadas durante la
realizacion del mismo; lo cual impide un analisis
estadistico de los resultados.

Sin embargo, se puede observar (Tabla 4) que la
concentracion de cortisol en la materia fecal es
mucho mayor en el grupo 1 que en el grupo 2. Este
hecho pudo estar afectado por la edad de los indi-
viduos y la composicion de los grupos (Tabla 1). En

un estudio comportamental llevado a cabo conjun-
tamente se evidencio que Manchas era el individuo
que presentaba con mayor frecuencia estereotipias
(comportamientos asociados a estrés), en relacion a
los otros jaguares. Es posible que esto haya influido
en los resultados obtenidos. Es importante tener en
cuenta también que hubo un periodo en que Buffy
estuvo en celo, lo cual pudo interferir en la pro-
duccion de cortisol de los tres individuos, pero en
especial de Manchas, puesto que éste podia sentir
el olor pero no podia estar en contacto con ella.
También sucedioé que Orion comenzd a marcar su
territorio, se le observd orinando en spray repetidas
veces y en diferentes lugares, lo que pudo haber
alterado a Manchas (Rodriguez-Alvarez, 2004).

Validacion y aplicacion de la prueba ELISA para medir cortisol fecal en jaguar (Panthera onca)
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TABLA 4. VALORES OBTENIDOS DE ABSORBANCIA Y CONCENTRACIUN DE CORTISOL EN LAS MUESTRAS DE MATERIA FECAL
RECOGIDAS ANTES Y DURANTE LA REALIZACIUN DEL ENRIQUECIM IENTO AMBIENTAL. Los DATOS SUBRAYADOS CORRESPONDEN
A LAS MUESTRAS RECOGIDAS DURANTE EL ENRIQUECIM IENTO. EN LAS CASILLAS DONDE NO APARECE LA CONCENTRACIUN DE

CORTISOL SE DEBE A QUE £STA ES DEMASIADO ALTA Y NO PUDO SER UBICADA EN LA GROFICA.
Especie Grupo | N° muestra Absorbancia Concentracion de cortisol (ng/ml)
Jaguar 1 1 0,2182 200

2 0,2016 210
3 0,2915 120
4 0,1871 230
5 0,2416 160
6 0,1985 230
7 0,1977 230
8 0,3610 80
2 9 0,4562 44
11 0,2964 120
12 0,3892 70
14 0,3206 94
15 0,2624 140
16 0,2415 160
17 0,2939 120
18 0,5579 18
19 0,4436 44
20 0,3420 88
21 0,3141 94
Puma 3 23 0,1019 800
24 0,0672 —-
26 0,0661 —-
27 0,0590 —-
28 0,1925 220
29 0,0714 —-
30 0,0780 —-
31 0,0865 —-
32 0,0976 —-
4 33 0,0831 —-
35 0,0864 —-
37 0,0716 —-
39 0,0905 —-
40 0,1896 240
41 0,1544 310
42 0,0682 —-
43 0,0889 —-
44 0,0920 —-
45 0,0834 —-
46 0,0720 —-
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En cuanto a la gran diferencia que se observa en los
valores obtenidos para el Grupo 2, hay que tener en
cuenta que al recoger la muestra de materia fecal
no se sabia de quién era, por lo que es posible que
los valores mas bajos correspondieran todos a uno
de los integrantes de este grupo, pero no es posi-
ble asegurarlo. Sin embargo, es posible ver que no
hay un patron claro de reduccion o aumento de la
concentracion del cortisol fecal antes y durante el
enriquecimiento ambiental, esto pudo deberse a los
acontecimientos mencionados anteriormente o que
el enriquecimiento propuesto no fue efectivo frente
a este aspecto, como lo reporta Mench (1998), los
estimulos novedosos pueden llegar a causar miedo
y por lo tanto, estrés; sin embargo, al correlacionar
los analisis hormonales con el comportamental,
hace pensar que este no fue el caso, puesto que se
observé una reduccion significativa en el tiempo de
inactividad (Rodriguez-Alvarez, 2004).

En lo que se refiere a los pumas, pocas muestras
pudieron ser cuantificadas en cuanto a la concen-
tracion de cortisol. Segun esto los cuatro individuos
sufren de altos niveles de estrés, pero hay que tener
en cuenta que no se sabe con certeza si la prueba
es valida para esta especie (Figura 6). Segun los
resultados obtenidos en el estudio comportamen-
tal (Rodriguez-Alvarez, 2004), el enriquecimiento
ambiental no influyo de manera importante sobre
la diferencia de comportamientos desplegados;
en este mismo trabajo se explica que el hecho de
que los cuatro individuos hayan sido mantenidos
en cautiverio desde muy pequenos puede influir en
estos resultados, puesto que de cierta forma po-
drian estar acostumbrados a un ambiente con pocos
estimulos; sin embargo, seria ldgico pensar que esto
causaria niveles de estrés minimos, pero segln los
resultados lo que sucede es lo contrario.
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No es posible hacer una comparacion, a simple vis-
ta, de las posibles variaciones que se presentaran
segln el periodo de recoleccion de la muestra, pero
una explicacién posible a este hecho es el miedo
a la novedad (Mench, 1998); puesto que la mayor
parte de sus vidas vivieron en un ambiente poco
complejo, la presencia de estimulos novedosos
puede desencadenar una respuesta de estrés. La
muerte de uno de los integrantes del Grupo 4, du-
rante el desarrollo del trabajo, pudo también haber
influido en estos resultados, debido a disrupciones
sociales (Wasser et al., 2002).

CONCLUSIONES

La medicion de cortisol fecal mediante ELISA es
una técnica no invasiva que evita el estrés de los
animales que van a ser monitoreados, teniendo la
ventaja de ser relativamente segura para la persona
encargada de colectar las muestras, como lo descri-
be Gual-Sill et al. (1999). Ademas de proveer una
medida representativa de la secrecién acumulada
de glucocorticoides durante varias horas, como se
reporta en los trabajos de Monfort et al., (1998) y
Turner et al., (2002).

No es posible determinar si el kit de medicion de
cortisol (Cortisol ELISA Cat. N°: RE 520 61) es vali-
do para la especie Puma concolor, puesto que se
observa una meseta que podria indicar pérdida de
la sensibilidad cuando la dilucion de la muestra es
muy alta. Sin embargo, para la especie Panthera
onca, aunque las curvas control y la obtenida para
esta especie no son idénticas, son muy similares y
podria considerarse que este kit de medicion de
cortisol es valido.

Los niveles de glucocorticoides se elevan en res-
puesta a una gran variedad de estresores, inclu-
yendo la falta de alimento, cambios en el habitat,
enfermedad o cambios sociales (Wasser et al.,
2002). Lo anterior dificulta el analisis de los datos
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obtenidos a partir de las muestras de materia fecal
recolectadas antes y durante el proceso de enri-
quecimiento ambiental. De esta manera se ve que
los valores del Grupo 1 son mas altos que los del
Grupo 2, siendo influidos por una gran variedad de
factores externos.

En cuanto a los resultados de los pumas, las ab-
sorbancias fueron muy bajas, imposibilitando la
ubicacién de dichos valores sobre la curva control.
Esto indica que la concentracion de cortisol en las
muestras es muy alta (mayor de 800 ng/ml, como
se ve en la Tabla 4), lo que pudo haberse debido a
que los individuos fueron mantenidos en cautiverio
desde muy pequenos y por lo tanto estan acostum-
brados a un ambiente con pocos estimulos, por lo
que el enriquecimiento ambiental desencadenaria
estrés. Lo anterior esta de acuerdo con los resul-
tados observados por Mench en 1998.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que el
numero de muestras tomadas antes y durante el
enriquecimiento ambiental no son equiparables y
por lo tanto no permiten un analisis estadistico de
las mismas.

Un inconveniente que se presentd en el estudio
fue la incapacidad de reconocer el individuo al
que pertenecia la muestra de materia fecal. Terio
et al. (1999) reportan que para los animales que
habitan juntos, las heces pueden ser diferenciadas
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mezclando con el alimento de uno de los animales
un tinte comestible. Como se observa en los datos
del Grupo 2, es necesario hacer la diferenciacion
de los individuos, ya que la edad, el sexo y las ex-
periencias previas son factores decisivos en cuanto
al tipo de respuesta que se desencadene frente a
un estimulo (Mench, 1998).

Este estudio sirve de base para resaltar la im-
portancia de medir y evaluar el bienestar de los
animales que se encuentran bajo nuestro cuidado
y presenta una de las formas mas Gtiles y sencillas
para hacerlo, a pesar de que los costos son eleva-
dos. En futuras investigaciones se debera ampliar
el nimero de individuos y muestras colectadas, con
el fin de obtener resultados mas representativos de
las especies. Asi mismo, sera necesario probar la
técnica con anticuerpos diferentes para elegir el
de mejor desempefio.
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