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1.- Resumen

El estrés se ha utilizado como una medida de monitoreo para el bienestar animal
debido a que produce cambios medibles en los niveles funcionales en sistemas
como el nervioso, endocrino, circulatorio y digestivo, especificamente altera la
homeostasis interna produciendo cambios en la actividad del sistema nervioso
autonomo y el eje hipotalamico-pituitario-adrenocortical (HPA). El bienestar animal
se basa en la relacion armoniosa de un animal con el medio en el que se desarrolla.
La medicion de pardmetros bioguimicos se ha considerado como una estrategia
invasiva debido a que para obtener la muestra se suele hace una manipulacion
especial a los animales. Sin embargo, la medicién de hormonas puede llevarse a
cabo en muestras cuya obtencién no les genere algun dolor y estrés a los animales,
lo que los convierte en pruebas no invasivas. Actualmente uno de los grupos
amenazados por las tasas de extincion son las aves rapaces, esto debido al trafico
ilegal de especies que ha ido en aumento en las ultimas décadas tanto en México
como en otras partes del mundo. Este estudio tuvo como propoésito evaluar los
niveles de bienestar animal a través de la medicion de corticosteroides a través de
metodologias invasivas y no invasivas en tres especies de aves rapaces, aguililla
de Harris (parabuteo unicinctus), buho cornudo (bubo virginanus) y aguililla cola roja
(buteo jamaicensis), los cuales se encontraban en condiciones de cautiverio y
rehabilitacion en el centro de conservacion UMA Konkon. Se realizaron analisis de
niveles de cortisol en tres tipos de muestras en las aves, suero, plumas y heces
fecales. Se utiliz6 un inmunoensayo absorbente de kit comercial (Mexlab) para la
cuantificacion de los niveles de cortisol en los tres tipos de muestras. En un total de
18 individuos, los resultados de las pruebas de niveles de cortisol por especie
comparando entre los tres tipos de muestras mostraron que en aguililla de Harris
los valores de suero y plumas presentan valores similares y relativamente normales
(9.495 a 39.431 ng/ul), mientras los valores encontrados en heces fecales resultaron
altos (57.841 a 60.807 ng/ul). En el buho cornudo hubo una mayor variacion entre
los tres tipos de muestras, a excepcion de los niveles en plumas donde hubo una

mayor estabilidad de los valores (38.584 a 41.316 ng/ul), contrastando a los niveles



de valores de heces donde si existi6 mayor diferencia (0.074 a 58.519 ng/ul). En la
aguililla cola roja los valores mas altos de cortisol se dieron en las muestras de suero
(40.844 a 54.117 ng/ul) con excepcidon de un solo individuo (2.152 ng/ul), los niveles
en heces resultaron bajos (1.656 a 7.192 ng/ul) y en plumas fueron normales
(33.526 a 37.454 ng/ul). En la comparacién por tipo de muestra entre las tres
especies mostro que en suero los niveles mas altos se dieron en aguililla cola roja
(49.599 a 54.117 ng/ul), mientras que en aguililla de Harris y buho cornudo se
mantuvieron en niveles normales, en las muestras de plumas los niveles de cortisol
fueron similares entre las tres especies mostrando niveles normales (25.31 a 41.316
ng/ul) y en las muestras fecales los niveles de cortisol hubo clara diferencia ya que
en aguililla de Harris fueron valores altos (57.841 a 60.807 ng/ul) y en aguililla cola
roja fueron muy bajos (1.656 a 10.186 ng/ul). Los altos valores de cortisol en suero
se pueden explicar de manera pertinente, ya que se le considera una metodologia
invasiva, caso contrario a los niveles en plumas y heces fecales, donde los niveles
fueron mas estables, ya que no existié mayor variacion, con excepciones en algunos
pocos individuos. La variacion entre las tres especies también puede interpretarse
como una adaptacion adecuada a la vida en cautiverio, y ésta puede darse de
manera diferente de acuerdo a los individuos de cada especie. Los resultados de
esta investigacion son relevantes y se pueden tomar como referencia para futuras
investigaciones en el campo del bienestar animal, especificamente en grupos de

aves rapaces.



2.- Introduccidn

2.1 Bienestar animal y estrés

El bienestar animal (BA) se basa en la relacion armoniosa del animal con el medio
en el que se desarrolla. Las alteraciones en esta relacion inciden directamente en
el estado fisico y psicolégico del organismo, asi como en su capacidad de activar
los mecanismos de reparacion y defensa del mismo, de forma que las condiciones
ambientales adversas producen una respuesta inespecifica que incluye ajustes
fisiol6égicos y metabdlicos, con efectos sobre el sistema nervioso central, enddcrino
e inmune, lo que comunmente conocemos como estrés. Animales con pobre BA
tienden a sufrir inmunodepresion, disminucion de la eficiencia reproductiva y

cambios en el comportamiento (Romero et al., 2011; Sordillo & Aitken, 2009).

El estrés ha sido utilizado como una medida de la pérdida de BA debido a que
produce cambios medibles en los niveles funcionales de los sistemas como el
nervioso, endocrino, circulatorio y digestivo; en especial, altera la homeostasis
interna induciendo cambios en la actividad del sistema nervioso autobnomo y el eje

hipotalamo-pituitaria-adrenocortical-HPA (Stockman et al., 2011).

En el ambito de la produccion animal existe una serie de précticas e interacciones
humano-animal que se requieren para el manejo y la mejora de produccion animal
y la eficiencia de un tratamiento, tales como la manipulacién, estrategias
nutricionales, medicina preventiva, técnicas quirdrgicas, empleo de corrales y
jaulas, y mecanismos y medios de transporte, entre otros. Esto puede implicar
incomodidad o incluso dolor para los animales, lo cual puede generar estrés y, por
consiguiente, cambios comportamentales y fisiolégicos que conllevan a la

disminucion de su bienestar (Sanmiguel et al., 2018).

2.2 Parametros para el monitoreo de BA

Los parametros fisiologicos proporcionan informacion Gtil sobre el bienestar animal,

los métodos mas utilizados son los que miden la actividad del eje hipotaldmico-



pituitaria-adrenal (HPA), ya que la respuesta de estrés involucra la activacion de
este eje y que resulta en una secrecidn incrementada de glucocorticoides. La
concentracion de glucocorticoides se puede medir en diversas muestras biologicas,
como el plasma, saliva, heces, pelo o pluma, que son las que mas se utilizan en
este tipo de estudios. Otras medidas fisioldgicas como la concentracion de oxitocina,
longitud de los telémeros, proporcion heterdfilo:linfocito y proteinas de fase aguda

también se utilizan como indicadores de bienestar animal (Stubsjoen et al. 2015).

La medicion de parametros bioquimicos tradicionalmente se ha considerado como
una estrategia invasiva debido a que la obtencion de la muestra suele requerir
de manipulacién especial de los animales que genera algun tipo de incomodidad o
dolor como la extraccion de sangre, uso de electrodos de aguja, cateterizacion,
cirugias y biopsias. Sin embargo, la evaluacion de hormonas puede realizarse en
muestras cuya obtencidén no implique la manipulacién del animal, como es el caso

de pelo o heces, lo que los convierte en pruebas no invasivas (Sherif et al. 2010)

2.3 Metodologias no invasivas

Los indicadores de estrés no invasivos proporcionan datos que facilitan la repeticion
de muestreos, puesto que para su colecta no afectan de manera prolongada o
permanente las libertades de los animales de acuerdo con los conceptos del Farm
Animal Welfare Council (FAWC, 1979). Esta institucion, considera que el estado de
bienestar de un animal debe cumplir cinco aspectos o libertades: ausencia de
hambre y sed, ausencia de incomodidad fisica y térmica, ausencia de dolor, lesion
o enfermedad, ausencia de miedo y estrés, y capacidad para desplegar la conducta

normal de la especie (Sanmiguel et al, 2018).

2.3.1 Parametros etolégicos

Condiciones generadoras de estrés promueven respuestas psico endocrinas
(Charmandani et al., 2005), donde los animales afrontan cambios
comportamentales, muchas veces estereotipados, inherentes a la amortiguacién de

la respuesta fisioldgica. La libertad de miedo es considerada dentro de las cinco



libertades en las pruebas que miden el miedo como indicadores del bienestar animal
(Elrom, 2000).

2.3.2 Parametros fisiolégicos

La temperatura corporal, termografia y frecuencia respiratoria pueden funcionar
como indicadores de estrés o infeccion, ya que un cambio de temperatura y
frecuencia respiratoria en un organismo indica un cambio homeostatico. Para la
toma de temperatura corporal es necesario un termometro infrarrojo para capturar
datos en horas especificas del dia, de acuerdo con los objetivos de la investigacién
y teniendo en cuenta el ritmo circadiano del animal (Sharma et al., 2013). La
termografia ocular y del dorso también ha sido usada para evaluar estrés en
animales de produccion. Para medir la frecuencia respiratoria se necesita contar los

movimientos toracicos en el transcurso de un minuto utilizando un cronémetro.

2.3.3 Cortisol en saliva, orina, heces y pelo

El cortisol que se mide en muestras de saliva, orina, heces y pelo son metabolitos
procesados de la hormona, por lo tanto, no es una muestra pura de cortisol
secretada por las glandulas suprarrenales; por consiguiente, su estandarizacion,
interpretacion y analisis debe ser especie especifica (Hernandez-Jauregui et al.,
2005). Para cualquiera de las muestras a evaluar, es necesario considerar que los
kits comerciales para la medicién de cortisol y sus metabolitos deben ser validados
con la muestra de la especie objeto de estudio, ya sea mediante radioinmunoensayo
o de inmunoabsorbancia ligada a enzimas (ELISA). En aves, los glucocorticoides se
producen como corticosterona y el 75% es excretado mediante la orina. Por esta
razon el muestreo de heces es util para identificar corticosterona mediante
radioinmunoanalisis, posterior a la separacion de la porcion blanca y liquida de las

heces aviares (Rettenbacher et al., 2004).

2.3.4 Catecolaminas urinarias
Concentraciones urinarias de epinefrina, norepinefrina y dopamina son

consideradas indicadores de bienestar animal. Una vez colectada la orina, se



conserva con HCI para estabilizar y conservar las catecolaminas urinarias y se
almacenan a -70°C. El analisis se hace mediante un método de fase solida de
intercambio cationico y determinada mediante cromatografia liquida (O Neil et al.,
2012).

2.4 Metodologias Invasivas

Los indicadores de estrés invasivos requieren manipulacion especial de los
animales sometidos al experimento que generan algun tipo de incomodidad o dolor
como la extraccion de sangre, uso de electrodos de aguja, cateterizacion, cirugias
y biopsias, entre otros. Por esta razon se debe tener en cuenta que los datos
obtenidos estan sujetos a los cambios fisiol6gicos que generan el estrés agudo en

la colecta de muestras y la manipulacion de los individuos (Sanmiguel et al, 2018).

2.4.1 Parametros hematoldgicos

Los parametros hematoldgicos son estudios de gran relevancia en la determinacion
del estado de salud y el equilibrio metabdlico en organismos de vida silvestre y
organismos en cautiverio. Para la medicion de pardmetros sanguineos se requiere
tomar muestras sanguineas por venipuntura en un tubo con anticoagulante
(heparina para quimica sanguinea y EDTA para hematologia) y sin anticoagulante

para serologia (Sanmiguel at al., 2018).

2.4.2 El hematocrito

Como consecuencia de la contraccién esplénica provocada por la liberacién de
catecolaminas frente a un estresor agudo, el hematocrito es afectado, tanto en
mamiferos, como en aves y peces. Este parametro mide la proporcion de eritrocitos
en la sangre, cuando el organismo es expuesto a estrés por un tiempo prolongado
se puede observar un aumento en el nivel de hematocrito y hemoglobina (Wang et
al., 2004).

2.4.3 La relacion neutrofilos/linfocitos (N/L)



Esta relacion es considerada un indicativo indirecto de niveles de estrés, puesto que
el incremento en los niveles elevados de cortisol estimula la produccién de
neutrofilos inmaduros de la médula 6sea a la sangre periférica y disminucién de
linfocitos, un valor alto en la relacion neutrdfilo/linfocito indicaria un nivel alto de

estrés en el organismo de estudio (Akram et al., 2002).

2.4.4 Proteinas de respuesta de fase aguda

La medicién de proteinas de fase aguda es calculada como un porcentaje del
contenido de proteinas totales de cada muestra. Es necesario determinar la
concentracion de proteinas séricas totales con un kit comercial de colorimetria y
cuantificacion basado en el acido bicinconinico. Las proteinas de fase aguda se
determinan mediante un kit comercial de electroforesis para detectar albumina,
basado en la separacion electroforética de proteinas en un gel agarosa tamponado
(Candiani et al., 2008).

2.4.5 Cortisol sérico

El cortisol es una hormona esteroidea que se libera como respuesta a estrés, se
puede medir utilizando muestras de suero y plasma. Un organismo puede producir
un exceso de esta hormona cuando estd expuesto a intensos factores de estrés.
Para evaluar el cortisol sérico (0 corticosterona sérica en aves) se requiere una
muestra de suero sanguineo y un kit de radioinmunoensayo competitivo de ELISA
(Otten et al., 2010;)

2.5 Fisiologia del estrés

Es generalmente aceptado que un animal, confrontado con un estresante (fisico o
emocional), emplea diferentes sistemas (conductual, nervioso auténomo,
neuroendocrino e inmune) para provocar respuestas de estrés para hacer frente a
la situacion amenazante. Sin embargo, el tipo, intensidad y dinAmica temporal de
un estresor; su imprevisibilidad; y la percepcion del evento por el individuo también

juega un papel importante que resulta en diferentes respuestas al estrés. Debido a



la naturaleza compleja de las respuestas relacionadas con el estrés, se recomienda
medir una amplia variedad de parametros para evaluar el estrés de los organismos
(Stockman et al, 2011).
Los ejes simpatico-adrenomedular e hipotalamico-pituitario-adrenocortical (SAM y
HPA), median rapidamente las respuestas a estresores a través de la produccion
de catecolaminas (CA) en neuronas del tronco cerebral y de glucocorticoides (GC)
en las glandulas suprarrenales, respectivamente, representando la primera linea de

respuestas a estresores en mamiferos y aves (Goyman & Mostl, 1999).

La sintesis y la liberacion de GC de la corteza suprarrenal estan controladas por
ACTH pituitaria (hormona adrenocorticotropa), que esta regulada por la hormona
liberadora de corticotropina hipotalamica (CRH). Sin embargo, los procesos de la
regulacion de la secrecién de glucocorticoides son complejos. Se ha sugerido que
los glucocorticoides pueden permitir estimular o suprimir una respuesta de estrés
en curso y preparar el cerebro para un estrés posterior. Los glucocorticoides mas
importantes y bioldgicamente relevantes son el cortisol y corticosterona. Los
glucocorticoides que se secretan predominantemente varian de una especie a otra.
En animales, donde existen ambas hormonas, la relaciéon entre los dos puede
cambiar durante diferentes etapas de la vida o después de la estimulaciéon con
ACTH. Ademas, los dos glucocorticoides pueden tener diferentes funciones dentro
del cuerpo. Por ejemplo, se informd que la corticosterona domina dentro del cerebro,
incluso si el glucocorticoide principal en la circulacion periférica es cortisol.
Curiosamente, las concentraciones plasmaticas de GC también muestran
diferencias pronunciadas de especies, ademas a la variacion individual (Mostle,
Palme & Rettenbacher, 2005).

Las hormonas esteroideas circulantes son metabolizadas por el higado y
excretadas como conjugados a traves de los rifiones a la orina o por la bilis al
intestino. Aunque los esteroides en el intestino estan sujetos en cierta medida a una
circulacién enterohepética (es decir, reabsorcion en el torrente sanguineo) y se
metabolizan intensamente por la microbiota, la estructura esquelética del esteroide

no se degrada. Por lo tanto, especificamente los esteroides se pueden detectar en



las heces de los mamiferos y en los excrementos de aves. Cuando existe un retraso
temporal en los procesos de secrecion hormonal en el plasma, se considera la
aparicion de la sefal respectiva en las heces, este tiempo de retraso, que depende
principalmente del tiempo de transito intestinal desde el duodeno hasta el recto, es
grande, especifico de la especie y debe tenerse en cuenta al comparar patrones
endocrinos encontrados en plasmay heces. Considerando estos puntos, es posible
utilizar los analisis de metabolitos de las hormonas presentes en las heces fecales
como una herramienta no invasiva para evaluar varias funciones endocrinas en

mamiferos y aves (Touma & Palme, 2005).

2.6 GC como parametro bioquimico de estrés

En la mayoria de las investigaciones las hormonas esteroideas y los corticosteroides
se miden a partir de muestras de sangre que proporcionan una medida de las
concentraciones circulantes de esteroides en plasma (Vasconcellos,2011). Sin
embargo, este meétodo tiene algunos inconvenientes y desventajas porque los
animales deben ser atrapados y manipulados, lo cual es no siempre es factible o
deseado. Particularmente en aves pequefias, la viabilidad de los estudios
monetarios a menudo esta limitada por la frecuencia y el volumen de muestras de
sangre que pueden ser obtenidas (Mostle, Palme & Rettenbacher, 2005). Ademas,
el manejo provoca estrés, que puede influir en la medicion de los valores
hormonales, por lo tanto, las muestras de sangre deben recogerse inmediatamente
después de la captura para medir los niveles hormonales basales. Los niveles de
hormonas plasmaticas reflejan el estado hormonal de un individuo en un
determinado momento, si el patron de liberacion de la hormona tiene un fuerte
componente pulsatil, una sola muestra de sangre puede no ser suficiente para
determinar el estado endocrino de un individuo. Ademas de las técnicas
tradicionales de muestreo de sangre, son deseables los métodos no invasivos,
como la medicion de metabolitos de esteroides en orina y heces de mamiferos y

aves (Goymann,2005).



2.7 Tréfico de fauna silvestre e importancia de la recuperacién y liberacion de

fauna silvestre

En la actualidad las especies estan inmersas en una extincion global; muchas estan
desapareciendo o sus poblaciones disminuyendo, y las aves no son la excepcion.
En México, 294 especies y 98 subespecies de aves se consideran en alguna
categoria de riesgo y se calcula que 429 especies tienen poblaciones que se han
reducido en los ultimos afos (Ortiz-Pulido et al., 2016).

Un proposito actual de cientificos y conservacionistas es disminuir las tasas de
extincion, en un contexto de escasa informacién precisa sobre las especies
amenazadas y su distribucion geografica, y de la escasez generalizada de recursos
econdémicos y humanos. Ante la gravedad del problema, en la dltima década han
cobrado auge las medidas para determinar las especies prioritarias para la
conservacion, por un lado, y por el otro, definir los sitios prioritarios para la
conservacion de las especies prioritarias, empleando métodos que maximicen el
namero de especies.

El rescate, rehabilitacibn y reubicacion de la fauna silvestre representa
probablemente la interaccién mas importante, intensiva y costosa que la mayoria de
las personas pueden tener con la vida silvestre. La motivacion detras de esto
indudablemente proviene de buenas intenciones, pero la practica también se ha

convertido un tema de mucha controversia y discusion (Tribe & Brown,2000).

La evaluacién de la idoneidad de un animal para la liberacion debe realizarse tan
pronto como sea admitido por el tratamiento. Puede ser posible tratar una lesion
especifica, pero decidir si el animal es capaz de sobrevivir en la naturaleza por
cualquier periodo de tiempo después de la liberacion requiere una cuidadosa
consideracion. Con frecuencia se invierte mucho tiempo, esfuerzo y financiacion en
las fases de tratamiento y crianza manual de rehabilitacion con mucha menos
atencion a las etapas finales de rehabilitacion, incluida la liberacién y el monitoreo

post liberacion.

Cuando una especie figura como amenazada o en peligro de extincién, tomar la

decision de liberar un animal discapacitado es muy dificil. La consulta con las



autoridades de vida silvestre es esencial para decidir si hay potencial para que ese
animal contribuya al éxito reproductivo de la especie. Algunos animales pueden ser
aptos para el cautiverio, ya que los animales en procesos de rehabilitacion y los de
vida silvestre pueden ser excelentes herramientas educativas para crear conciencia
y ayudar a las comunidades a comprender que pueden ser adecuados para

proyectos de cria en cautiverio para disminuir las tasas de extincion (Hall, 2005).

2.8 Aves rapaces

Las aves rapaces estan en la parte superior de las cadenas de alimenticias,
organismos como ratones, ratas de campo, conejos, ardillas y otros roedores, asi
como peces, insectos, anfibios y reptiles pueden tener afios en los que su poblacién
explota debido al buen tiempo y un superavit de alimentos y las aves rapaces se
encargan de equilibrar el tamafio de estas poblaciones. Los cientificos monitorean
las poblaciones de aves rapaces para poder llevar un control del nimero de estas
aves, un aumento en el nimero de aves rapaces dentro de un ecosistema es un
indicador de que alguna especie depredada tenga su poblacion en aumento
(Ceballos, 2002).

El Aguilla cola roja (buteo jamaicensis) es un ave rapaz de la familia Accipritidae,
esta ave se distribuye desde el Alaska hasta Centroamerica, abarcando paises
como Canad4, Estados Unidos, México y Panama. Esta especie se encuentra en
todos los climas de la republica mexicana; regularmente habita campos abiertos,
bosques, llanuras y zonas montafiosas, particularmente habita zonas que le
proporcione campo abierto para la caza y sitios altos para posarse, incluso pueden

llegar habitar zonas urbanizadas (Preston & Beane, 1993).

Actualmente no se cuenta con datos exactos sobre el tamafio poblacional en
México, pero se considera el Buteo mas comun de norte américa ya que se calcula
gue el numero de ejemplares en invierno en Estados Unidos y Canada es de

350,000 aves aproximadamente.

Debido a su abundancia y amplia distribucidbn geografica esta especie es

considerada como importante en la regulacién de las poblaciones de sus especies-



presa, asi como de sus especies competidoras. Esta especie se caracteriza por ser
de tamafio grande con alas anchas y cola redondeada, ademas puede llegar a
presentar variaciones de colores en su plumaje, aunque una caracteristica distinta
de esta especie es el color rojizo en la parte superior de la cola. En cuanto a su
etologia se considera una especie muy agresiva ya que defiende vigorosamente su
nido y territorio atacando a otras aves rapaces (Marti & Kochert, 1995).

El aguililla de Harris (parabuteo unicinctus) perteneciente a la familia Accipritridae
es un ave rapaz de tamafo mediano que habita casi todo el continente americano
desde el sur de Estados Unidos hasta Sudamérica en paises como Argentina y
Chile. Esta especie habita zonas de rios y bosques, desiertos de cactus, matorrales
y también en zonas urbanizadas donde han llegado a adaptarse para poder anidar
ahi.

Se caracteriza por un plumaje pardo oscuro y el final de su cola color blanco, llegan
a medir 60 cm de longitud y una envergadura alar de 1,2 metros y un peso promedio
de 900 gr., existe un dimorfismo sexual ya que las hembras llegan a ser un 10%

mas grandes que los machos (Lopez-Lanus et al., 2009).

El aguililla de Harris es caracterizada por su comportamiento de cazar en grupos de
tres 0 mas aves a comparacion de otras especies de aves rapaces gue cazan solas.
La naturaleza social de esta especie se ha atribuido a su inteligencia, lo que los
hace faciles de entrenar y los ha convertido en un ave popular para su uso en

cetreria.

En los ultimos afios se han ido perdiendo algunas de sus zonas de habitat, asi
mismo esta especie se ha visto amenazada en algunas areas debido a su captura
ilegal para la cetreria, por ello se han hecho intentos para volver a introducir esta
especie a dichas zonas para aumentar el nimero de ejemplares de esta especie
(Alvarez, Reyes & Azla, 2006).

El baho cornudo (bubo virginianus) es una de las aves rapaces mas comunes que
se encuentran en América del norte, puede habitar en desiertos, humedales,
bosques, pastizales e incluso en zonas urbanas y otros habitats semiabiertos entre
el artico y el tropico. Estas aves poseen una excelente visidbn nocturna ya que

contienen muchas células baston en su retina. Ademas, pueden girar la cabeza mas



de 180° grados en cualquier direccion, esto para una mayor eficiencia a la hora de
cazar a sus presas. Son depredadores que pueden llegar a capturar presas
grandes, como halcones de las praderas y otros buhos, aunque principalmente se
alimentan de ranas, roedores y escorpiones. Existe un dimorfismo sexual en esta
especie donde la hembra llega ser de un mayor tamafo que el macho, y a su vez el
macho produce cantos mas graves que una hembra.
El tamafio de la poblacion ha sido estable entre 1966 y 2019 segun la Encuesta de
Aves Reproductoras de Norte América. La poblacion mundial actual se estima en
5.7 millones de ejemplares lo que indica que es una especie de baja preocupacién
para la extincion. A pesar de eso es comun que el buho cornudo sea blanco de la
caza ilegal en varias partes del continente americano, por eso es de gran
importancia emplear estrategias para la conservacion de esta especie (Artuso et al.,
2013).



3.- Antecedentes

Existen evidencias sobre estudios de cuantificacion de glucocorticoides fecales
para evaluar respuestas al estrés como el de Touma & Palme (2005) donde
realizaron la evaluacion de glucocorticoides en aves y mamiferos, obtuvieron
muestras fecales de los individuos y posteriormente aplicaron un imnunoensayo
enzimatico, como resultado observaron que los valores de glucocorticoides se
diferenciaban entre una especie y otra, también variaban de acuerdo al sexo, hora
del dia en que se tomd la muestra y su etapa de vida, otros autores como
Vasconcellos et al (2011) estudi6 la fisiologia y el comportamiento del lobo de crin
a través de métodos no invasivos para evaluar los niveles de glucocorticoides en
respuesta al estrés en cautiverio, hizo el andlisis de glucocorticoides en muestras
fecales humedas vy liofilizadas, aplicé una administracion exdgena de ACTH
(hormona adrenocorticotropa) para demostrar una correlacion temporal entre los
cambios en las glandulas suprarrenales y cambios en las concentraciones fecales
de metabolitos, utilizé6 un radioinmunoensayo de corticosterona y anticuerpos, y
para medir el cortisol utiliz6 un ensayo enziméatico, sus resultados indican que la
administracion de ACTH si reflejo cambios en la funcion suprarrenal a través de los
niveles de glucocorticoides que presentaron los lobos en sus muestras fecales.
Kim Young et al (2004) realiz6 un estudio de evaluacién de estrés en cinco familias
del orden carnivora por medio de metabolitos en heces fecales con ayuda de un
radioinmunoensayo, a través del cual se obtuvieron valores altos de los metabolitos
fecales en algunos individuos los cuales fueron sometidos a factores estresantes,
como administracién de anestesia, solucion salina y obtencion de una muestra de
sangre, esto indica que la medicion de glucocorticoides en metabolitos fecales es
efectiva como monitoreo de bienestar animal no invasivo.

Martinez- Mota (2008) evalud la actividad adrenocortical a través de muestras
fecales en monos aulladores negros en etapa adulta, obtuvo muestras sanguineas
después de aplicar al animal una dosis de ketamina para estimular la actividad
adrenocortical (10 mg/kg), utiliz6 un inmnoensayo enzimatico de Cortisol para la
determinacién de metabolitos en heces fecales (EIA de 11-oxoetiocolanolona), en

sus resultados observé que los niveles de metabolitos fecales aumentaron después



de aplicar un factor estresante, alcanzando valores maximos hasta las 96 hrs
posteriores a la induccion al factor de estrés.

Otros autores como Mostle, Palme & Rettenbacher (2005) han analizado aspectos
comparativos sobre el metabolismo, excrecion y medicién no invasiva en muestras
fecales utilizando como modelos a mamiferos y aves.

Costa et al (2016) estudiaron los niveles de corticosteroides en heces fecales de
loros grises (psittacus erithacus) en cautiverio para determinar sus niveles de estrés.
Esto debido a que los loros presentaban dafios en plumas, lo cual lo asociaron a un
alto nivel de estrés debido a sus condiciones de cautiverio; después de organizar a
los loros en 3 diferentes grupos de acuerdo al tipo de crianza que se les dio,
realizaron el andlisis de metabolitos de glucocorticoides en heces, los resultados
demostraron que existe una diferencia en los niveles de glucocorticoides entre los
3 grupos, siendo el grupo donde los loros fueron criados en cautiverio sin cuidado
parental los que mostraron niveles mas altos de glucocorticoides.

Las investigaciones sobre bienestar animal y analisis de glucocorticoides en aves
rapaces son muy escasas hoy en dia, tanto para condiciones libres y en cautiverio,
esto debido a la complejidad que representa trabajar con estas especies, también
en parte a los cuidados y tratamientos que requieren los ejemplares, los cuales en

su mayoria son rescatados del trafico ilegal o que son criados en cautiverio.



4.- Objetivo general

Analizar los niveles de estrés en aves rapaces a través de metodologias invasivas
y no invasivas para la determinacion de los niveles de corticosteroides en las

especies parabuteo unicinctus, bubo virginianus, buteo jamaicensis.

4.1 Objetivos particulares

e Evaluar los niveles de cortisol en heces fecales de aves rapaces como

pardmetro indicador de estrés.

e Evaluar los niveles de cortisol en plumas de aves como parametro indicador

de estrés.

e Evaluar los niveles de cortisol en suero de aves rapaces para tener un valor

de referencia en la investigacion.

« Validar la medicion de corticosteroides en muestras obtenidas por métodos
no invasivos tomando como referencia los niveles de cortisol obtenidos en

suero.



5.- Justificacién

El trafico ilegal de aves sigue siendo una problematica a gran escala en el mundo,
esto representa un problema grave ya que afecta de gran manera el estado de
bienestar animal de las especies afectadas. La recuperacion y rescate de aves de
trafico ilegal es una labor que ayuda a la preservacion de especies amenazadas 0
en peligro de extincion., antes, durante y después de un periodo de rehabilitacion
es necesario llevar a cabo una evaluacion del bienestar animal de estas especies a
través de la medicién no invasiva de parametros indicadores de estrés para
determinar dicho estado de bienestar animal y si este es idoneo para poder

reincorporarlo a su habitat natural o mantenerlo en cautiverio.

6.- Hipotesis

Los niveles de glucocorticoides en aves rapaces de la UMA Konkon que se
encuentran en condiciones de cautiverio y rehabilitacion medidos a través de
metodologias no invasivas son bajos, mostrando asi un nivel de bienestar animal

idéneo.



7.- Materiales y métodos

7.1 Obtencion y preservacion de la muestra

Las muestras biologicas de las aves fueron obtenidas gracias al trabajo en conjunto
con la UMA Konkon (Unidad de Manejo Ambiental para la conservacion de la Vida
Silvestre), que es un programa registrado ante la SEMARNAT en colaboracion con
la PROFEPA, cuyo objetivo es rescatar y rehabilitar aves rapaces diurnas y
nocturnas que han sido confiscadas o decomisadas por el gobierno federal. Se
utilizaron 5 organismos de la especie parabuteo unicinctus, 6 de la especie bubo

virginianus y 7 de la especie buteo jamaicensis.

7.1.1 Suero

Se recolectaron 5 ml de sangre de cada individuo a través de venopuncion,
posteriormente las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 2000 rpm,
posteriormente se recupero el suero y se pasé a un nuevo tubo. Se agregaron 1 uL
de inhibidor de proteasas a cada tubo con el suero para evitar la degradacion de las
muestras. Para evitar periodos de descongelamiento y desnaturalizacion, se

preservaron las muestras en el congelador y se guardaron hasta el dia del analisis.

7.1.2 Plumas

Se revisaron los métodos de Lgsth et al. (2019) y de Azevedo et al. (2020) para
determinar el procedimiento para obtener y procesar las muestras de plumas de las
aves rapaces. Se recolectaron plumas mediante la inspeccién en el area donde vive
cada ave durante las mafanas para ver si dejaron caer una pluma durante el
transcurso del dia anterior, esto durante 3 dias, se llevé a cabo de esta manera para
no provocarle un estrés a las aves. Se determind que solo se recolectarian plumas
de mas 10 cm de largo por 3 de ancho, ya que las de menor tamafio impide un
manejo adecuado para el procesamiento de las muestras. Se fueron recolectando
las plumas disponibles de las aves, posteriormente se midieron y pesaron para
después almacenarlas en bolsas separadas hasta el dia del procesamiento. Para el

procesamiento de las plumas se lavaron 2 veces con agua destilada y se secaron



con papel absorbente, también se les cort6 el cafidn, se cortaron las barbas de las
plumas en fragmentos pequefios (menores de 3mm), se tomaron 20 mg del total de
cada muestra por individuo, se lavaron 2 veces con 2 ml de metanol al 80%
mediante agitacion en un vértex durante 30 segundos. Posteriormente se pusieron
a secar las muestras en el horno durante 3 horas a 70°C. Una vez secadas las
muestras se molieron con ayuda de un mortero hasta obtener un polvo fino.
Después se afiadieron 500 ul de metanol al 90% y se mantuvieron en agitacion por
30 minutos. Por ultimo, se centrifugaron las muestras durante 3 minutos a 1000 rpm,
se recogieron los sobrenadantes para pasarlos a tubos nuevos donde se diluyeron

las muestras 1:2 con agua destilada para mantenerlas hasta su analisis.

7.1.3 Heces fecales

Para la toma de muestra de heces fecales se utilizaron unas charolas de papel
plastico disefiadas para obtener las muestras, éstas se colocaron debajo de la
percha de cada ave por las mafianas hasta la tarde (10:00 hrs — 16:00 hrs) por 3
dias. Una vez obtenida la muestra fecal en la charola se recuperaban en un tubo de
5 ml con ayuda de una jeringa y una espatula, esto debido al estado hiumedo de las
muestras. Posteriormente se pesaron las muestras y se agregaron 1 ml de metanol
(60%) por cada 0.5 gramos de muestra fecal (en himedo), después se pusieron a
mezclar en el vortex durante 3 minutos.
A continuacién, se centrifugaron los tubos con las muestras fecales durante 10
minutos a 3000 rpm. Los sobrenadantes se recuperaron y se pasaron a un tubo
nuevo para ser resguardados a —20 °C hasta el dia de la aplicacion de la prueba
(Bienboire-Frosini et al., 2018).

7.2 Cuantificacion de corticosteroides



En la mayoria de las investigaciones las hormonas esteroideas y los corticosteroides
se miden a partir de muestras de sangre que proporcionan una medida de las
concentraciones circulantes de esteroides en plasma. Con el objetivo de medir el
estrés en aves rapaces en cautiverio se medird los niveles de cortisol en suero
(método invasivo), plumas y metabolitos fecales de aves (método no invasivo) como

parametro indicador de estrés.

7.3 Material y métodos para cuantificacion de corticosteroides

Se utiliz6 un kit de ELISA para la cuantificaciéon de Cortisol en suero o plasma
(MexLab), el kit de cortisol ELISA se utiliza para la deteccibn por ensayo
inmunoabsorbente de la asociacion enziméatica para la deteccién de anticuerpos de
cortisol. Las muestras y el conjugado de cortisol son afiadidos a los pozos
sensibilizados con anticuerpos monoclonales, el cortisol de las muestras compite
con el cortisol del conjugado enzimatico por los sitios de union. El cortisol de las
muestras y del conjugado que no se hayan unido son desechados en el lavado de
pozos. Posteriormente al agregar el substrato, la intensidad de coloracién va a ser
inversamente proporcional a la concentracion de cortisol en las muestras. La curva
estandar formada determina la cantidad de cortisol de cada muestra.
Este kit se utilizé para los 3 tipos de muestras diferentes (suero, plumas y heces
fecales).

PREPARACION DEL CONJUGADO ENZIMATICO DE CORTISOL

Se diluy6 el conjugado enzimatico concentrado de cortisol en un factor de 1:21 con
el diluyente del ensayo en un tubo nuevo. Se preparé una solucion de lavado a 1X,
adicionando el contenido de la botella (25 ml, 20x) a 475 ml de agua. Posteriormente

se conservo a temperatura ambiente (18-26° C).

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO IMNUNOABSORBENTE



Todas las muestras y reactivos que se utilizaron se pusieron a temperatura
ambiente (18-23° C) antes de su uso. Se mezclaron todos los reactivos previos a su
uso. Se cortaron el nimero de pozos que se necesitaban. Los pozos restantes se
sellaron y resguardaron en refrigeracion de 2-8° C. Se dispensaron 25ul de los
estandares de Cortisol, control y muestras en los pozos designados. Adicionalmente
se agregaron 200ul del conjugado enzimatico de Cortisol en cada pozo. Se
mezclaron suavemente los pozos en agitador por 20 segundos. Se puso en
incubacion a temperatura ambiente (18-23° C) por 60 minutos en camara humeda.
Posteriormente se retird el liquido de los pocillos con ayuda de la pipeta y se lavaron
los pocillos tres veces con 300 uL de solucion de lavado 1X, después se golped la
placa ligeramente sobre el papel absorbente para asegurarse de que se cayera todo
el liquido. Después se agregaron 100 uyl de sustrato TMB
(3,3",5,5 tetrametilbenzidina) en cada pozo y se puso a incubar a temperatura
ambiente (18-23° C) por 15 minutos en camara humeda. Para frenar la reaccion se
agregaron 50 pl de Soluciéon de Frenado (H2SO4 0,16M) en cada pozo.
Posteriormente se mezclaron los pozos por 30 segundos en agitacion. En este
momento hubo un cambio en el color azul a amarillo completamente en los pozos.
Por altimo, se ley6 la densidad 6ptica a 450nm con un lector de placa de micro
valoracion en un plazo de 20 minutos después de haber agregado la solucion de

Frenado.

CALCULO DE RESULTADOS

Para construir la curva estandar se calculo el valor del estandar de Cortisol en cada
vial estandar. Después de leer la absorbancia de los controles y de cada muestra
desconocida, en la curva se registro el valor de cada control o muestra desconocida.
Se traz6 la absorbancia de los estandares de Cortisol (eje vertical) frente a
concentraciones normales de Cortisol (eje horizontal) en el programa estadistico

Prisma 8.



8. Resultados

De un total de 18 individuos entre las 3 especies que se tomaron como objeto de

estudio se obtuvieron resultados en los 3 tipos de muestras tal como se muestra en

la tabla 1.
Numero | Cdédigo Nombre Especie Muestra
Suero | Plumas Heces
fecales
1 spul CJ parabuteo + ] )
unicinctus
2 spu2 Ebony parabuteo + - +
unicinctus
3 spu3 Kobu parabuteo + - +
unicinctus
4 spu4 Shina parabuteo + + -
unicinctus
5 spub Judini parabuteo + + +
unicinctus
6 shvl Hermes bubo + + +
virginianus
7 shv?2 Midas bubo + + +
virginianus




8 sbv3 Dorotea bubo
virginianus

9 sbv4 | Arguimedes bubo
virginianus

10 sbvs | Cinchoenla bubo
pata virginianus

11 sbv6 Vicerys bubo
virginianus

12 sbjl Cédric buteo
jamaicensis

13 shj2 Junior buteo
jamaicensis

14 sbj3 Bellatrix buteo
jamaicensis

15 shj4 Atan buteo
jamaicensis

16 sbhj5 Narciso buteo
jamaicensis

17 sbhj6 Gallo buteo
jamaicensis

18 shj7 Odisea buteo
jamaicensis

Tabla 1. Lista de especies y muestras obtenidas. (+): se obtuvo muestra, (-): no se obtuvo

muestra.




Se logro obtener muestras de suero de todos los individuos de las 3 especies, en
el caso de plumas solo se obtuvo en 7 individuos y en heces fecales se obtuvieron
9 muestras. Hubo individuos de los cuales se obtuvieron los 3 tipos de muestras
como lo son spu5, shvl, sbv2 y sbj4. Asi como individuos con 2 tipos de muestra
como spu2, spu3, spu4, shv4, shv6, sbjl, sbj2 y sbj3, e individuos con un solo tipo
de muestra como spul, sbv3, sbv5, sbj5, shj6 y shj7.

Antes de aplicar la prueba de inmunoabsorcion de cortisol a las muestras, se
construyé una curva estandar con los viales estandar del kit para poder calcular los
datos de concentracion de cortisol para cada prueba.
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Fig. 1 Grafica de la curva estandar del kit de cortisol, R=0.86.

8.2 Resultados de las pruebas de cortisol

En la especie parabuteo unicinctus se tuvieron 5 individuos disponibles en el estudio

con 5 muestras de suero, 2 de plumas y 3 de heces. En esta especie se observan



valores de cortisol mas altos en las muestras de heces en comparacion a las de
suero y plumas, ademas se observa que hubo mas variacion en las muestras de
suero ya que los valores oscilaban entre 9.495 y 35.76 ng/ul, a comparacion de los
valores obtenidos en heces donde los valores oscilaban entre 57.841 y 60.807 ng/ul.
Los valores en plumas fueron de 25.310 a 39.431 ng/ul en esta especie (Fig.1).
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Fig.1 Grafica de dispersion de los niveles de cortisol en parabuteo unicinctus.
Los valores de suero y plumas presentan dispersiones similares, mientras que los valores

de suero presentan una distribucién mas alta.

En la especie bubo virginianus se observan valores muy variados entre los tres tipos

de muestras. En las muestras de heces fecales se presenté una mayor variacion,



ya que se obtuvo un valor de 58.519 ng/ul, siendo el mas alto en esta especie y
también valores muy bajos como 0.074 y 2.136 ng/ul en este tipo de muestra. En
los valores obtenidos en plumas fueron muy similares ya que oscilaban entre 38.584
y 41.316 ng/ul, y en los valores obtenidos en las muestras de suero también hubo
variaciones ya que el valor mas alto fue de 41.973 ng/ul y el mas bajo de 0.175 ng/ul

(Fig.2).
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Fig.2 Gréfica de dispersion de los niveles de cortisol en bubo virginianus.
Es muy alta la diferencia de dispersion en los valores de heces a pesar de ser solo 3
valores, en suero los valores también varian mucho, contrario a los valores en plumas ya

gue tienen una distribucion similar.



En buteo jamaicensis los valores mas altos se dieron en las muestras de suero con
valores de 40.844 a 54.117 ng/ul, con excepciéon de un solo individuo que obtuvo un
valor de 2.152 ng/ul. En esta especie los valores mas bajos se dieron en las
muestras de heces ya que van de 1.656 a 7.192 ng/ul. Los valores obtenidos en las
dos muestras de plumas fueron similares, con una concentracion de 33.526 y
37.454 nglul (Fig.3).
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Fig. 3 Gréfica de dispersion de los niveles de cortisol en buteo jamaicensis.
Los valores de suero tuvieron una dispersion alta a excepcion de un individuo, los valores

en heces fueron muy bajos y en plumas tuvieron una dispersion media.

8.2.1 Suero



En este tipo de muestra es donde se obtuvieron el mayor nimero, ya que se logré
obtener de todos los individuos disponibles. Después de realizar la cuantificacion de
corticosteroides se obtuvieron valores positivos de cortisol, estos variaron mucho

independientemente de la especie de la cual se obtuvo este tipo de muestra.

Los resultados de cortisol en suero muestran individuos con un valor tan alto como
bajo en sus niveles de cortisol. Tal es el caso de sbhj7 que obtuvo el valor mas alto
de cortisol (54.117 ng/ul) que contrasta con sbv5 y sbj5 quienes tuvieron valores
muy bajos (0.175 y 2.152 ng/ul respectivamente). También se dieron valores muy
similares entre individuos de diferentes grupos, tal es el caso de spu5 y sbv3 con
valores de 9.495 y 9.212 ng/ul respectivamente, y los individuos sbv6 y sb2 con
40.561 y 40.844 ng/ul, ademas de los individuos sbj4 y sbvl con 41.691 y 41.973
ng/ul (Fig.4).
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Fig.4 Gréfica de distribucién de los niveles de cortisol en suero por individuo.



Los individuos sbv5 y shj5 mostraron los valores mas bajos en la muestra de suero,

mientras shj6 y sbj7 arrojaron los valores mas altos en esta muestra.

En la comparacién por grupos de especie indica que buteo jamaicensis obtuvo
valores altos en comparacion con parabuteo unicinctus y bubo virginianus, quienes
obtuvieron valores similares entre estas dos especies. Los valores dentro la primera
especie muestran cierta homogeneidad ya que marcan valores similares entre si a
excepcion de uno solo. En bubo virginianus hubo més variacion ya que tuvo valores
diversos que iban de 0.175 a 41.973 ng/ul, siendo este de los mas bajos de entre
todas las pruebas. Los valores de buteo jamaicensis también presentaron mucha
variacion ya que dio resultados de 49.599 y 54.117 ng/ul, siendo los mas altos, y

teniendo un valor de 2.152 ng/ul como el mas bajo dentro de esta especie (Fig.5).
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Fig. 5 Gréfica de distribucién de los niveles de cortisol en suero por especie.

Los valores de cortisol fueron similares en parabuteo unicinctus y bubo virginianus,



mientras que en buteo jamaicensis fueron mas altos.

8.2.2 Plumas

En esta prueba se obtuvieron 7 muestras de todos los individuos disponibles, esto
pudo haberse debido a que las aves no estaban en temporada de muda, lo cual
dificulté la recoleccion de plumas. Los resultados de esta prueba fueron los mas
similares entre los 3 tipos de muestras, ya que hubo poca variacion entre los 7

individuos de las 3 especies en total de los cuales se pudieron obtener las plumas.

En los valores obtenidos en plumas se puede observar que los valores son similares
en la mayoria de los individuos muestreados, tal es el caso de spu5, shvl, sbv2 y
sbj4, quienes obtuvieron valores de 39.431, 38.584, 39.149 y 37.454 nglul
respectivamente. El valor mas bajo lo dio spu4 con 25.31 ng/ul y el mas alto sbv3
con 41.316 ng/ul (Fig.6).
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Fig. 6 Gréfica de distribucién de los niveles de cortisol en plumas por individuo.
Los valores de los individuos en esta prueba fueron similares, hubo variacién en dos

individuos, estos fueron de diferentes especies, spu4 y sbv3.

Las 3 especies mostraron una minima variacion con valores entre 25.31 y 41.316
ng/ul entre los 3 grupos. Hubo dos valores muy similares entre dos individuos de

diferentes especies, spu5 con un valor de 39.431 y sbv2 con 39.149 ng/ul (Fig.7).



Especie-Plumas

50
Parabuteo
40- Unicinctus
5 Bubo
< 30 Virginianus
0
K7} Buteo
T 20 . .
o Jamaicensis
&
10
0 -
0 0 0
X9 \ X9
’50\) @\) @0
Q%
Especie

Fig. 7 Gréfica de distribucion de los niveles de cortisol en plumas por especie.
Los valores en este tipo de muestra fueron similares entre las 3 especies. Fue donde

hubo menos variaciéon entre las 3 muestras.

8.2.3 Heces fecales

Para este tipo de muestra se pudo obtener un minimo de 3 muestras por especie, 9
en total, donde se puede ver que los resultados de parabuteo unicinctus fueron mas

altos y los valores de las otras dos especies disminuyeron drasticamente. En esta



muestra fue donde hubo mas variacion en general ya que mas de la mitad de los
individuos arrojaron valores muy bajos.

Existe gran diferencia entre los valores en heces, ya que tenemos individuos con

valores muy altos como spu2, spu3, spu5 y sbvl que van de 58.519 a 60.807 ng/ul
(Fig.8).
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Fig. 8 Grafica de distribucion de los niveles de cortisol en heces fecales por individuo.
La diferencia es muy amplia entre los valores de los primeros 4 individuos a comparacion

del resto.

En este tipo de muestra los valores por especie no variaron mucho en dos especies,
solo en la especie de bubo virginianus fue donde se dieron valores muy distintos
dentro de ella. Los valores mas altos en las muestras de heces se dieron en
parabuteo unicinctus, donde iban de 57.841 a 60.807 ng/ul, mientras que los mas

bajos se dieron en buteo jamaicensis, de 1.656 a 10.186 ng/ul. En cuanto a bubo



virginianus sus valores fueron bajos, 0.074 y 2.136 ng/ul, a excepcion de sbvl que
dio una concentraciéon de 58.519 ng/ul (Fig.9).
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Fig. 9 Grafica de distribucién de los niveles de cortisol en heces fecales por especie.
Los valores en esta prueba difirieron bastante en comparacién por especies, ya que

parabuteo unicinctus tuvo valores muy altos en comparacién de buteo jamaicrensis.

8.3 Andlisis estadistico

Prueba de Kruskal-Wallis



Para demostrar las diferencias en los valores de corticosteroides entre las especies
y los 3 tipos de muestras se llevo a cabo la prueba de Kruskal-wallis. En primer
lugar, se analizaron las diferencias en las muestras de suero entre las 3 especies.
La prueba arroj6 un valor de 0.0494 en P, lo cual indica que, si existe una diferencia
significativa entre las 3 especies en las medianas de los valores de suero (Tabla 2),
en este caso se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa, lo que
significa que existen diferencias en las medianas de los 3 grupos de especies en los

valores de suero.

Table Analyzed especie-suero

Kruskal-Wallis test
P value 0.0494
Exact or approximate P value? Exact
P value summary
Do the medians vary signif. (P < 0.05)" Yes
Mumber of groups 3
Kruskal-Wallis statistic £.769

Data summary
12 | MNumber of treatments (columns) 3
MNumber of values (total) 18

Tabla 2. Tabla de resultados de especie por muestras de suero.
Valor de p < 0.05 por lo tanto las medianas varian significativamente en esta muestra
comparada entre las 3 especies.

Valor estadistico de kruskal-wallis (H) = 5.769

Se realizo otro analisis para encontrar diferencias en niveles de corticosterona en
las muestras de plumas entre los 3 grupos de especies, el valor de P fue de 0.4190
(Tabla 3), esto sefiala que no hay diferencia significativa para los 3 grupos de

especies en las muestras de plumas, por lo tanto, no se rechaza la hipétesis nula.



1 Table Analyzed especie-pluma
i

Kruskal-Wallis test

1 F value 0.4190
Exact or approximate P value? Exact
P value summary ns

Do the medians vary signif. (P < 0.05)° Mo
MNumber of groups 3
Kruskal-Wallis statistic 2214

Data summary
12 MNumber of treatments (columns) 3
Mumber of values (total) 7

Tabla 3. Tabla de resultados de especie por muestras de plumas.
Valor de p= 0.05 por lo tanto no hay diferencia significativa entre medianas.

Valor estadistico de kruskal-wallis (H) =2.214

En el analisis para demostrar diferencias entre las medianas de los niveles de
costicosteroides en las muestras de heces en los 3 grupos de especies, se obtuvo
un valor de P de 0.1714 (Tabla 4), indicando que no existe una diferencia

significativa entre los tres grupos, por lo tanto, se mantiene la hipotesis nula.



1 | Table Analyzed especie-heces

2

3 Kruskal Wallis test

4 P value 01714
5 Exact or approximate P value? Exact

6 P value summary ns

T Do the medians vary signif. (P < 0.05)" Mo

8 Mumber of groups 3

g Kruskal-Wallis statistic 3.787

10
11 Data summary
12 = Mumber of treatments {columns) 3

13 Mumber of values (total) 9

Tabla 4. Tabla de resultados de especie por muestras de heces.
Valor de p = 0.05 no hay diferencia significativa entre las medianas.
Valor de kruskal-wallis (H)=3.787

Se realizaron otras comparaciones, en este caso por especie entre sus tres tipos de
muestras, en parabuteo unicinctus el valor que resulté P fue de 0.0325 (Tabla 5), lo
gue demuestra que si existen diferencias significativas en las medianas entre los 3
tipos de muestra en esta especie, por consiguiente se rechaza la hipotesis nula y

se acepta la hipétesis alternativa.

1 |Table Analyzed parabuteo unicinctus
Fi
Kruskal-Wallis test
4 P value 0.0325
5 Exact or approximate P value? Exact
6 | Pvalue summary *
Do the medians vary signif. (P < 0.05)" Yes
8 Number of groups 3
9 Kruskal-Wallis statistic 5.804

11  Data summary

12 Number of treatments (calumns) 3
13 Number of values (total) 10
14

Tabla 5. Tabla de resultados de Ila especie parabuteo unicinctus.



Valor de p < 0.05 las medianas tienen una diferencia significativa en esta especie
comparado con las tres diferentes muestras.
Valor de kruskal-wallis (H) =5.804

En bubo virginianus el valor de P fue de 0.5920 (Tabla 6), esto indica que no existe
una diferencia significativa en las medianas de los valores de cortisol entre los 3

tipos de muestra en esta especie, por lo tanto, se mantiene la hipotesis nula.

—

Table Analyzed bubo virginianus

L | P

Kruskal-Wallis test

4 P value 0.5920
5 Exact or approximate P value? Exact

6 P value summary ns

[ Do the medians vary signif. (P < 0.05) No

8 Mumber of groups 3

g Kruskal-Wallis statistic 1.141

10

11 | Data summary

12 Number of treatments (columns) 3

13 MNumber of values (total) 12
Tabla 6. Tabla de resultados de la  especie bubo  virginianus.
Valor de p = 0.05 no hay diferencia significativa entre las medianas en esta especie.

Valor de kruskal-wallis =1.141

En la especie buteo jamaicensis el analisis de medianas entre los 3 tipos de muestra

arrojo un valor de P de 0.0399 (Tabla7), lo que significa que si existe una diferencia



significativa entre las medianas de los 3 grupos de muestra en esta especie, por lo

tanto, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipoétesis alternativa.

1 | Table Analyzed buteo jamaicensis
2

3 Kruskal-Wallis test

4 P value 0.0399

5 Exact or approximate P value? Exact

6 Pvalue summary *

[ Do the medians vary signif. (P < 0.05)" Yes

8 Mumber of groups 3

9 Kruskal-\Wallis statistic 5.567

10
11 Data summary
12 | Mumber of treatments (columns) 3

13 MNumber of values (total) 12
Tabla 7. Tabla de resultados de la especie buteo jamaicensis.
Valor de p < 0.05 si existe una diferencia significativa entre las medianas en esta especie
comparado entre los tres tipos de muestra.
Valor de kruskal-wallis =5.567



9.Discusion

Este estudio se centra en la evaluacion de los niveles de cortisol para determinar
los niveles de corticosteroides que se asocian al nivel de bienestar animal en tres
especies de aves rapaces en cautiverio haciendo un comparativo entre métodos
invasivos y no invasivos, especificamente en suero sanguineo y plumas y heces

fecales, respectivamente.

Tras una exhaustiva busqueda sobre estudios de diferentes ambitos sobre los
niveles de cortisol en parabuteo unicinctus, bubo virginianus y buteo jamaicensis en
articulos, libros, publicaciones, ademas de plataformas y bases de datos
especializadas en bioquimica como pubmed, ebsco, y Jstor, se encontraron solo 2
registros de este tipo de estudios, uno en la especie parabuteo unicinctus y otro en
una especie del género buteo, lo cual refleja la complejidad de poder realizar dichos
estudios en este grupo de aves. En el estudio en parabuteo unicinctus donde se
describen sus paradmetros hematologicos comparando dos grupos de aves de esta
especie de diferentes localidades tropicales y altitudes, a diferencia de este estudio,
esta investigacion se centra en la descripcion de parametros hematolégicos como
la medicidon de eritrocitos, baséfilos y la proporcion heterdéfilos linfocitos para
estandarizar los niveles en ejemplares sanos en cautiverio. La informacion de este
estudio es de importancia para esta especie ya que se basa en el andlisis de aves
sanas en cautiverio y en un futuro pueda servir para que se pueda proporcionar
diagnésticos y cuidados veterinarios adecuados para garantizar la salud de las aves
de esta especie (Herrera et al. 2020). En una investigacion sobre en algun modelo
en especifico es de gran importancia tener referencias de trabajos realizados en
especies especificas para poder llevar a cabo una comparacion de los resultados y
asi darles una interpretacion mas correcta y acertada. Dado el caso de que solo
existen pocos antecedentes en este tipo de especies se hara comparaciones a nivel
interespecie y otros grupos de aves en estudios clinicos veterinarios. El caso de
buteo rufinus debe tomarse en cuenta, ya que es del mismo género que buteo
jamaicensis siendo lo mas cercano a cuanto especie, en esta especie también se

evaluaron sus parametros bioquimicos hematologicos y séricos en condiciones de



cautiverio, la importancia radica en que los resultados de este estudio se pueden
tomar como referencia para delimitar valores de evaluacion de la salud por parte de
los ornitdlogos y médicos veterinarios, para posteriormente poder desarrollar

criterios de rehabilitacion y liberacion de esta especie (Kordestani et al. 2022).

Retomando la importancia de la comparacion entre métodos invasivos y métodos
no invasivos, en este caso, los resultados de las muestras de suero sanguineo con
los resultados de heces y plumas, para poder determinar la relevancia de los
métodos no invasivos en la medicion del bienestar animal. En la especie Parabuteo
unicinctus los valores de suero y plumas oscilaban entre niveles similares y los
valores de heces eran mas altos, en Bubo virginianus se presenta un patréon de
resultados similar, ya que los valores de suero y plumas eran similares, a diferencia
de que los valores de heces eran bajos y un solo individuo presenté niveles altos de
cortisol en esta muestra. En la especie Buteo jamaicensis existe una mayor
variacion entre muestras debido a que los valores de suero son altos, los valores de
plumas se mantienen a un nivel intermedio (contrastando con los otros dos tipos de
muestras) y los valores de heces son bajos, siendo Unica esta especie que presenta
esos niveles de valores en este tipo de muestra, esto concuerda con los resultados
de Haffelin et al (2020), quienes realizaron la medicién de corticosterona en plumas
de gallinas ponedoras (spp.) para validar un ensayo para la evaluacion del bienestar
animal; sus resultados muestran niveles que oscilan entre 19.3 y 80.02 ng/ul lo que
indica que también present6 una amplia variacion entre los valores de corticosterona
en las plumas de las gallinas, ademas, los autores concordaron que esta
herramienta es valida para poder determinar el estado de bienestar animal de las
aves. En estudios realizados a través de inmunoensayos enzimaticos en amazona
aestiva en condiciones de cautiverio y de vida libre, se obtuvieron valores de cortisol
mas altos fue en los loros de vida libre que en los de cautiverio (18.5 a 157.9 ng/q,
p <0.5). Los autores refieren que estos resultados pueden deberse a una respuesta
adaptativa para su supervivencia en condiciones de vida silvestre, caso contrario a
animales cautivos, ya que, en éstos, los niveles bajos de cortisol pueden indicar una
adaptacion al cautiverio (Vidal et al. 2019). Esto corrobora los niveles bajos de

cortisol en heces en buteo jamaicensis y bubo virginianus, lo que indica que estas



especies se han adaptado mejor a su vida en cautiverio, contrario a parabuteo
unicinctus que presenta una capacidad adaptativa mas baja a su vida en cautiverio.
Haciendo un analisis global, los valores de suero se mantuvieron en niveles altos,
mientras que en los valores de plumas y heces hubo una mayor variacion habiendo
valores altos y bajos entre las tres especies, esto podria deberse a la obtencion de
la muestra de suero, donde existe una manipulacion directa de los ejemplares
pudiendo ocasionar algun estrés en las aves, otro factor que pudo haber influido es
la temporalidad de las muestras, esto debido a que fueron tomadas los diferentes
tipos de muestras en dias distintos. Esto puede contrarrestarse con los resultados
de las muestras de plumas y heces que, a pesar de tener algunos valores altos, la
mayoria se mantuvieron en niveles bajos de cortisol, lo que indica que estas aves
tienen un nivel de bienestar animal adecuado y se han ido adaptando a su vida en

cautiverio.

Otro factor que pudo haber influido en los resultados es la repetibilidad de los niveles
de glucocorticoides en un mismo individuo, en 2018 Taff, Schoenle & Vitousek
realizaron un estudio donde a través de un metanalisis evaluaban la repetibilidad de
los niveles de glucocorticoides en un individuo para poder explicar los patrones
generales de repetibilidad y para probar las relaciones entre las covariables y las
estimaciones de repetibilidad, en 203 estimaciones de repetibilidad de
glucocorticoides dentro de un individuo, encontraron niveles moderados de
repetibilidad y que ésta también varia dependiendo del tipo de muestra. También
indican que, a pesar de la repetibilidad significativa, hubo una heterogeneidad
sustancial en las estimaciones de diferentes estudios, lo que sugiere que la
repetibilidad de la secrecion de glucocorticoides varia esencialmente entre sistemas

y condiciones.

Un punto importante a tomar en cuenta es que las mediciones de glucocorticoides
en tejidos no sanguineos (plumas, heces, pelo, etc.) pueden llegar a presentarse
como un reflejo imperfecto de las concentraciones que se podrian encontrar en
sangre, ya que las concentraciones sanguineas son las que interactiuan

directamente con los receptores que provocan los cambios biolégicos en las



especies. Ademas de que las altas elevaciones de glucocorticoides en un animal
pueden reflejar un afrontamiento adecuado a un factor estresante lo que indica que
el animal responde a su homeostasis correctamente (Romero & Beattie, 2022). Esto
de acuerdo a la interpretacion que se llegue a dar a los resultados, ya que se
establecen distintos parametros y condiciones en los disefios experimentales a la

hora de llevar a cabo las investigaciones.

Es muy importante tener en cuenta que los ejemplares que se utilizaron en esta
investigacion se encuentran en condiciones estables dentro de conservacién y
rescate animal, asi como en un buen estado de salud ya que se les brinda los
cuidados necesarios para que sigan con su adecuada rehabilitacion. La importancia
de los resultados de este estudio radica en que es fundamental seguir avanzando
en las investigaciones sobre el manejo en organismos recuperados del trafico ilegal,
asi como los que se encuentran en rehabilitacién, para poder tener referencias
cientificas y sentar fundamentos sobre el cuidado y preservacion de estas especies
que son fundamentales en las estructuras de las cadenas alimenticias y los

ecosistemas.



10. Conclusiones

El estudio demuestra que se pueden medir los niveles de corticosteroides en suero
de las especies parabuteo unicinctus, bubo virginianus y buteo jamaicensis. Se
muestra que los parametros normales en suero en la especie parabuteo unicinctus
no se diferencian mucho con respecto a los niveles encontrados en heces y plumas.
Caso contrario a bubo virginianus y buteo jamaicensis donde los resultados no
muestran consistencia entre los tres tipos de muestras. Ademas, existe una
importante variacion entre los niveles de corticosteroides en suero entre dos
especies (parabuteo unicinctus y bubo virginianus) respecto a buteo jamaicensis, a
pesar de las diferencias de valores entre los resultados se determind de manera
general que el nivel de bienestar animal los ejemplares estudiados se encuentran
en niveles adecuados y estables.
Se debe sacar el maximo provecho a las metodologias no invasivas, ya que se pudo
comprobar a través de este estudio que son alternativas bastante eficaces para este
tipo de investigaciones. Los resultados de esta investigacion son relevantes y se
pueden tomar como referencia para futuras investigaciones en el campo del

bienestar animal, especificamente en grupos de aves rapaces.
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12. Anexos

12.1 Reactivos y material para metodologia

12.1.2 Lista de reactivos para toma de muestra

-Metanol (60%)
-Agua destilada

-Metanol (80%)

12.1.2 Material requerido para cuantificacion de corticosteroides
-Micropozos recubiertos con cortisol MAb (12x8x1)

-Estandares de cortisol: 7 viales (0.5 ml)

-Conjugado enzimatico 20x (1.2 ml)

-Sustrato TB: 1 frasco (12 ml)

-Solucion frenado: 1 botella (12 ml)

-Solucion de lavado concentrado 20x: 1 botella (25 ml)

-Diluyente de ensayo (24 ml)

-Agua destilada o desionizada

-Pipetas de precision.

-Puntas de pipetas desechables.

-Lector Microelisas con lente a 450nm de longitud de onda con una banda
de amplitud de 10nm o menor y un rango de densidad Optica de 0-2 OD o mayor

-Papel absorbente o toalla de papel.
12.1.3 Analisis estadistico
La prueba de kruskal-Wallis es la prueba alternativa no paramétrica de ANOVA de
una via para datos no pareados. Se trata de una prueba que emplea rangos para
contrastar la hipétesis de que k muestras han sido obtenidas de una misma
poblacién. A diferencia de ANOVA que compara medias, la prueba de kruskal-

wallis contrasta si las diferentes muestras estan distribuidas equitativamente y que



pertenecen a una misma poblacién, se considera que esta prueba compara las

medianas de mas de dos grupos.

12.2 Evidencia fotografica



Imagenes 1-3. Toma de muestra de
suero sanguineo de las aves con
apoyo del Dr. Alvaro Oidor Méndez y
el Dr. Andrés Estay.




Iméagenes 4-7. Procesamiento y preservacion de muestras




Imagen 8. Ejemplar de la especie
buteo jamaicensis.

Imagenes 9y 10. Toma de
muestra de heces fecales




Imagenes 11-13. Tomay
procesamiento de muestra
de heces fecales.




Imagenes 14-16. Procesamiento
de muestras de heces fecales




Imagenes 17-20. Aplicacion de prueba de cortisol.




