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Resumen

En el presente articulo se determino la respuesta
comportamental a un plan de enriquecimiento
ambiental en jaguares, y las variaciones en los niveles
de metabolitos de glucocorticoides. Se observé el
comportamiento de dos hembras en el Bioparque Los
Ocarros, através de monitoreos de una hora tres veces
al dia, dos dias a la semana, durante cuatro semanas,
para identificar la diferencia comportamental de
cada individuo frente a un plan de enriquecimiento
y la ausencia de este. Adicionalmente, se tomaron
muestras de materia fecal los dias siguientes al
monitoreo, las cuales fueron mantenidas a -20 °C
y posteriormente analizadas con un kit de cortisol
para suero y plasma de DRG®, mediante la técnica
ELISA. Se observé que el enriquecimiento resultd
ser biologicamente significativo para los ejemplares,
debidoaqueaumenté el niimero de comportamientos
naturales, su frecuencia de presentacién y disminuyd
la presentacion de estereotipias para el caso de uno
de los ejemplares. No se observé una variacion
significativa en los niveles de metabolitos de
glucocorticoides. El enriquecimiento aumenta
la actividad en los individuos; al no encontrarse
una variacién en los niveles de metabolitos de
glucocorticoides se sugiere, para un proximo estudio,
aumentar el tiempo de muestreo.
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Abstract

This paper determinate the behavioral responses
to an environmental enrichment plan in jaguars,
and the variations in the levels of glucocorticoid
metabolites. We monitored the behavior of two
jaguar females in the Bioparque Los Ocarros one
hour three times per day, two days per week
during a total of four weeks. The goal was to
identify behavioral differences in the jaguars with
and without the enrichment plan. In addition,
we took fecal samples the days after monitoring
and stored them at a -20 °C until their analysis
with ELISA test. The enrichment increased de
natural behavior in number and frequency and
decrease the presentation of stereotypes for one
of the females. No significant variation in the
levels of glucocorticoid metabolites was observed.
Enrichment increases the activity in individuals,
but a variation in the levels of glucocorticoid
metabolites was not found. We suggest to increase
the sampling time in future studies.
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Introduccion

La disminucién del habitat de la fauna silvestre,
su caza furtiva, su consumo indiscriminado y su
comercio ilegal, entre otras, son problematicas
que llevan al aumento de animales en cautiverio.
Cuando los ejemplares que se encuentran cautivos
no retinen las condiciones para ser liberados, deben
permanecer bajo condiciones que les brinden
bienestar y les garanticen un estado de salud
favorable y, por consiguiente, su conservacion. Sin
embargo, a pesar de los esfuerzos, las condiciones en
que vive la fauna en cautiverio limitan la expresion
del comportamiento natural y pueden llevar a
estrés cronico en los ejemplares, y, con esto, a la
predisposicién a un sinnimero de enfermedades
(1). Los felinos en cautiverio, por ejemplo, presentan
multiples comportamientos agonistas, debido a las
condiciones limitadas (2, 3, 4).

El programa de enriquecimiento ambiental es una
herramienta que busca mitigar estos impactos
negativos a partir del cambio, dia tras dia, de
las condiciones del encierro (5, 6). En el caso
particular de los jaguares (Panthera onca) se
reportan estudios de enriquecimiento en el Parque
zoolégico “Yaguar xo0”, en Oaxaca, México (2);
en el Jardin Zoolodgico de Buenos Aires, Argentina
(3), y en la UMA “Los deseos”, en México (7).

Paralelo a estas técnicas de enriquecimiento en
felinos y demdas animales silvestres surgen métodos
que buscan evaluar la efectividad de estas, como
lo son: el analisis comportamental y la medicion
de metabolitos de cortisol en heces (6, 8, 9), y
aunque en los estudios realizados no se encuentra
un patron claro en la disminucién de los niveles de
cortisol durante el enriquecimiento, en muchos de
los casos si se observa (2, 5, 7, 8).

El presente trabajo buscé identificar las
variaciones en el comportamiento y en los
niveles de metabolitos de cortisol en heces en dos
ejemplares de Panthera onca sometidos a un plan
de enriquecimiento.

Materiales y Métodos

Investigacion bésica realizada en el Bioparque Los
Ocarros, ubicado en la vereda Vanguardia alta,
del municipio de Villavicencio, departamento
del Meta; con coordenadas 4° 11’ 9,37” Norte y
73° 36’ 32,85” Oeste (10), y una altitud de 417

m.s.n.m.; el parque tiene una extension de 5,2
hectdreas, de las cuales 1,2 son espejo de agua,
y registra precipitaciones promedio anuales de
4,300 mm y una temperatura promedio de 27
°C (10). Los animales estudiados fueron dos
ejemplares hembras, una en estado de desarrollo
biolégico juvenil, y la otra, adulta. Se realizé
una fase de campo, durante la cual se realizaron
los monitoreos, la recoleccién de heces y su
almacenamiento; enseguida se realizo una fase de
laboratorio en la cual se llevo a cabo el analisis
comportamental y la medicion de los metabolitos
de glucocorticoides. Finalmente, se analizaron los
resultados. Los datos sobre el comportamiento
fueron recolectados los dias martes y jueves,
tres veces cada dia durante una hora a intervalos
de cinco minutos por ejemplar, a través de la
metodologia de muestreo exploratorio (11).

Plan de enriquecimiento. Para la elaboracién
y ejecucion del plan de enriquecimiento se
tuvo en cuenta la historia natural del jaguar y la
disponibilidad de espacio, tiempo, materiales y
seguridad del procedimiento. Los enriquecimientos
fueron de tipo tréfico, sensorial, ocupacional y
de ambientacion, los cuales se implementaron
independientemente de que los ejemplares se
encontraran en area de exhibicién o édrea de
manejo.

Muestras. Se tom6 muestra de material fecal
completa por cada individuo en las horas
de la manana, los dias miércoles y viernes,
correspondientes al dia siguiente del monitoreo,
con y sin enriquecimiento, momento que coincide
con el pico de excrecién de metabolitos de
cortisol (12,13); se homogeneizé y se almacend
dentro de un recipiente plastico (para muestra de
orina), debidamente rotulado, a una temperatura
de -20°C, hasta el momento de ser procesada (6,
14, 15, 16).

Extraccion de los metabolitos de glucocorticoides.
La extraccion se realizé usando el método de
Vortex (2, 8):

1. Se descongelaron las muestras a temperatura
ambiente.

2. Setomé 1 g de materia fecal, se disolvio en 5
ml de etanol acuoso (90%) y se calento al bafio
Maria durante 20 minutos.

3. Se homogeneizé la muestra y se centrifugd a
1200 gravedades (g) durante 15 minutos.
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4. Se recuper6 el sobrenadante, con ayuda de
una micropipeta (4 ml aprox.).

5. Se resuspendio el pellet en 5 ml de etanol

acuoso (90%).

Se mezclé utilizando vortex durante 1 minuto.

Se centrifugd a 1200 g durante 15 minutos.

Se recupero el sobrenadante con ayuda de una

micropipeta (4 ml aprox.).

9. Se combinaron ambos sobrenadantes (8 ml

aprox.) y se secé completamente con ayuda de

un rotovapor a 40 °C. El procedimiento tardo

alrededor de 5 minutos por cada muestra.

Se redisolvio la muestra en 1 ml de metanol.

Se diluy6 1:10 en una solucion buffer fosfato

(PBS) (0.01TM NaPO4; 0.14M NaCl; 0.5%

Albumina sérica bovina; pH 7.4). El PBS

reportado en el protocolo contenia Azida

PN

10.
11.
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sodica; para este caso no se utilizé, debido a
que el Kit DRG® especifica que las muestras
no deben contenerla.

El volumen utilizado fue de 40uL de la muestra
en 360 uL de PBS. De este volumen final se
tomo finalmente la muestra que fue procesada
mediante la técnica ELISA (6).

Resultados

Se monitoreo durante un total de 42 horas, y para el
caso de la ejemplar Luna se observaron diferencias
biolégicas entre las semanas sin enriquecimiento
(semana 2 y 4) y las semanas con enriquecimiento
(semanas 1y 3), donde los periodos de descanso
disminuyeron (Tabla I).

Tabla I. Frecuencia de presentacion de las unidades comportamentales en cada semana para la
ejemplar Luna.

Unidad Caminar Olfatear Saltar Jugar Lamerse Pacing Dormir Descansar
Semana

2 7 1 0 0 6 8 9 11

3 28 22 3 1 5 4 5 3

4 12 0 1 0 13 6 0 12

5 25 11 9 3 6 1 1 7

Para el caso de la ejemplar Mariposa también se observaron diferencias biolégicas entre las semanas

(Tabla II).

Tabla Il. Frecuencia de presentacién de las unidades comportamentales en cada semana para la
ejemplar Mariposa.

Unidad Caminar Olfatear Saltar Jugar Lamerse Pacing Dormir Descansar
Semana
2 10 3 6 11 2 0 8 3
3 44 19 5 18 5 1 2 6
4 16 2 5 1 11 0 4 11
5 33 12 12 18 6 0 2 0

Niveles de metabolitos de glucocorticoides.
Se realizé la prueba ELISA, y para el caso de
la ejemplar Luna se encontré que los niveles
permanecieron similares, exceptuando la semana
5 con enriquecimiento, en la cual se observé un

aumento de estos. Para el caso de la ejemplar
Mariposa, los niveles permanecieron bajos, si bien
se observo un aumento de estos para finales de la
cuarta semana y para la quinta semana (Tabla IlI).
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Tabla Ill. Variaciones en los niveles de metabolitos de glucocorticoides en las ejemplares Luna y

Mariposa.
SEMANA DIA Niveles de metabolitos de glucocorticoides (ng/ml)
2 Luna Mariposa
52 14
Martes
Jueves 18 49
3 Martes 54 12
Jueves 16 12
4 Martes 16 15
Jueves 16 40
5 Martes 194 45
Jueves 661 41
Discusion el mismo recorrido durante el dia y permanecieron

Los valores encontrados en el estudio no fueron
estadisticamente significativos para probar la
hipétesis de que el enriquecimiento ambiental es
efectivo para mejorar el bienestar de los animales
que son mantenidos en cautiverio, contrario
a otros estudios (7, 17, 18, 19); posiblemente,
esto se debié al corto tiempo de muestreo (no
hubo un tiempo de adaptacion de los ejemplares
a los enriquecimientos) y al ndmero limitado
de muestras, que no permiti6 observar el
comportamiento a largo plazo de las fluctuaciones
en los niveles de cortisol; sin embargo, si fue
posible observar que existen diferencias biologicas
entre la implementacion o no de enriquecimiento
y la actividad de los individuos.

De esta manera, se observé que los ejemplares
sometidos al plan de enriquecimiento aumentaron
su actividad comportamental, caminando durante
una mayor cantidad de veces y de tiempo, y
registrando comportamientos como olfatear vy
explorar, que no fueron observados durante los
dias sin enriquecimiento.

Desde la perspectiva del observador, los
enriquecimientos implementados  permitieron
a los ejemplares realizar un mayor ndmero de
comportamientos durante una determinada unidad
de tiempo; mientras que en el ambiente adindmico,
sin la presencia de estimulos constantes, realizaron

descansando la mayor parte del tiempo. En el
ambiente idéntico, pero esta vez dinamico, con
la presencia de elementos nuevos y estimulos
constantes, realizaron un mayor numero de
actividades durante la misma unidad de tiempo,
dedicando maés a la exploracion y la busqueda
trofica, disminuyendo los tiempos de descanso y
quietud (2, 20).

En cuanto a la presentacién de estereotipias, se
observo que en el ejemplar Luna la estereotipia
pacing se vio notablemente disminuida, pasando
en el primer muestreo de ocho observaciones a
cuatro, y de seis a uno en el segundo, durante el
enriquecimiento.

Algunos estudios senalan que el aumento de las
estereotipias contribuye a la disminucion de estrés
en los individuos en cautiverio (18, 20), pero otros
encontraron lo contrario: que al disminuir las
estereotipias disminuyeron los niveles fisiolégicos
deestrés (21). Paraeste estudio, el primer monitoreo
de enriquecimiento muestra una disminucion
de la estereotipia, pero una permanencia en los
niveles de metabolitos de glucocorticoides, y para
el segundo monitoreo, ademas de observar una
disminucién en la presentacion de la estereotipia,
se observé un notable aumento en los niveles de
metabolitos de glucocorticoides. Al no existir un
resultado similar para los dos casos serd necesario
aumentar el ndmero de muestreos, con el fin de
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registrar la tendencia que estos tienen a largo plazo,
ademas de aumentar el niimero de enriquecedores
y sus variaciones en la presentacion y considerar
las condiciones climaticas, que posiblemente sean
un factor de estrés para los ejemplares.

Una de las posibles razones por las cuales Luna
presenta la estereotipia pacing es su mayor tamafo
y su mayor estado de desarrollo biolégico que
Mariposa, y a que ya tiene madurez sexual. Los
rangos de accién en vida silvestre para animales
adultos son mds grandes que los de los ejemplares
con un estado de desarrollo biologico menor, y
el pequeno tamano de su habitat no les permite
realizar el mismo numero de actividades que
realizarian en vida silvestre (21, 22). Posiblemente,
si las condiciones se mantienen para los dos
ejemplares, Mariposa podria comenzar a presentar
estereotipias a medida que su estado de desarrollo
biolégico avance.

Otra de las posibles razones por las cuales Luna
presenta la estereotipia pacing es su temperamento,
que puede influir en la aparicién de estereotipias,
dado que la manera como el ejemplar reacciona a
su entorno determina la respuesta a desencadenar
(21, 23). Para el caso de Mariposa, el ejemplar mas
joven, se observa mayor disposicion al juego y a la
interaccion con el publico, el habitat y el cuidador.
Por el contrario, Luna demuestra poca empatia
hacia el publico, hace menor uso de los elementos
del héabitat, dedica mas tiempo a descansar y
muchas veces demuestra comportamientos
agresivos hacia el cuidador.

Para la medicion de los metabolitos de
glucocorticoides se tuvieron en cuenta las
fluctuaciones en los niveles relativos de cortisol
para cada individuo (24, 25, 26, 27). Para este
caso, se observé un comportamiento similar de los
resultados en ambos ejemplares para el caso de
Luna; para la primera semana de enriquecimiento
los valores permanecieron muy similares a los de la
primera semana sin enriquecimiento, mientras que
para la segunda semana de enriquecimiento estos
aumentaron de 16 ng/ml (sin enriquecimiento)
a 661 ng/ml. En el ejemplar Mariposa ocurrié el
mismo comportamiento, aunque el aumento para
la segunda semana fue tan solo de 15 ng/ml (sin
enriquecimiento) a 41 ng/ml con enriquecimiento.

;Qué ocurrio en la segunda semana de
enriquecimiento que pudiera llevar al aumento de
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los niveles en ambos ejemplares? Para el caso de
la primera semana no se utilizaron enriquecedores
troficos (racion colgada o escondida), la segunda
semana de enriquecimiento ambos dias tuvieron
un componente trofico. Este desafio de obtencién
del alimento pudo llevar al aumento de los niveles
de cortisol para ambos ejemplares.

Es posible sefalar que los enriquecimientos que se
aplican diferentes al tréfico se pueden interpretar
como una novedad para los individuos y como una
alternativa de la ocupacion del tiempo que estos
pueden elegir o no. Mientras que la falta de racion
o esconderla, suministrarla a horarios diferentes
o ponerla en lugares de dificil acceso y diferentes
a los que el ejemplar estd acostumbrado pueden
constituir un desafio que provoca una activacion
del eje hipotdlamo-hipofisiario-adrenal, debido a
que este enriquecimiento es claramente un agente
estresante para la rutina y el reloj bioldgico del
ejemplar.

Para el caso de Luna, la dltima muestra arrojé un
valor de 661 ng/ml (la mas alta registrada para todas
las muestras); al no tener muestras subsecuentes
no es posible conocer si este valor se mantuvo o
si, por el contrario, correspondio a una fluctuacion
normal por la aplicacion del enriquecimiento, o si
se debio a un factor diferente no tenido en cuenta
en este estudio, como pudo ser el ayuno del dia
anterior.

La cantidad de cortisol que la racién pudiera tener
también pudo verse reflejada en el aumento de
los niveles en ambos ejemplares; sin embargo, es
importante destacar que la raciéon suministrada no
fue diferente durante las cuatro semanas, lo que
cambio fue la forma como se suministr6 durante la
segunda semana de enriquecimiento.

El flujo de visitantes también pudo contribuir
a aumentar los niveles de estrés; debido a la
naturaleza solitaria y salvaje de estos individuos,
es posible afirmar que la proximidad con los seres
humanos es un factor de estrés, ya que estos no se
encuentran habituados a interactuar con ellos (24,
25, 26).

Finalmente, los programas de bienestar animal que
se implementan en los zooldgicos no tienen un fin
diferente al de mejorar las condiciones de vida de
los ejemplares que se encuentran en cautiverio.
Un estudio reciente (1) demuestra que no basta
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con conocer la historia natural de determinada
especie, sino que es importante estudiar de
cerca los individuos para asi elaborar programas
de enriquecimiento que se acerquen mas a las
necesidades de los ejemplares y contribuyan con
el bienestar de un ejemplar en particular.

Para el caso de este estudio fue posible establecer
que para la ejemplar Mariposa se deben crear
planes de enriquecimiento encaminados a un
mayor uso del espacio; la colocacion de troncos
y ramas, de elementos que sirvan de juguetes
y de otros que contribuyan a un aumento de la
actividad es util a la hora de suplir las necesidades
de este ejemplar juvenil. Para el caso de Luna se
debe buscar brindar espacios donde el ejemplar
pueda refugiarse, y planear horarios en los cuales
se asegure que los dias en los que sale a exhibicion
sean también los de menor flujo de visitantes.

Para ambos ejemplares, brindar un mayor ntimero
de presas vivas y crear dias en el zoolégico durante
los cuales, una vez cerrado el parque, se realice
una hora de enriquecimiento en exhibicion con
presas vivas, y asi los ejemplares pueden desplegar
un mayor ndimero de comportamientos naturales
en un espacio mas amplio; siempre procurando
variar los enriquecedores, su periodicidad y forma
de suministro, para asi evitar el acostumbramiento
de los ejemplares.

Conclusiones

Los niveles de metabolitos de glucocorticoides no
presentaron un comportamiento homogéneo, y se
observo tanto una disminucién como un aumento
de estos en condiciones de enriquecimiento para
los dos ejemplares; para el caso del segundo
muestreo se observé un aumento, siendo mads
significativo para el caso de Luna.

Se sugiere para futuros estudios un mayor nimero
de muestras por ejemplar, con el fin de observar
el comportamiento que presentan los niveles de
cortisol y las variaciones en el comportamiento a
lo largo de un periodo mayor.
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