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Introduccion

La endocrinologia ambiental es un drea de investigacion que busca entender
cémo las hormonas modulan y controlan procesos fisiol6gicos en animales
expuestos a las exigencias de su ambiente natural. Entre otros topicos de in-
vestigacion, desde este enfoque se ha tratado de entender las respuestas re-
productivas a las sefiales ambientales de las aves migratorias, las dinamicas
de interaccion entre las hormonas y el estatus social en primates, o cémo res-
ponden endocrinolégicamente algunos animales, como peces y anfibios, a
contaminantes en su ambiente.

En nuestro grupo de trabajo hemos realizado investigaciones acerca de
la endocrinologia ambiental en primates mexicanos, y en particular, nos he-
mos interesado por la medicion de glucocorticoides fecales como una apro-
ximacion a las respuestas de estrés fisiolégico de los individuos a desafios
por perturbacién de su ambiente, provocados por las actividades humanas.
En este capitulo, empezamos por revisar conceptos clave asociados al estu-
dio del estrés; resumimos algunos aspectos metodolégicos fundamentales
para la realizacion de este tipo de estudios en primates en vida libre; e ilus-
tramos cémo puede el monitoreo hormonal no-invasivo aportar informacién
sobre las respuestas fisiologicas de estrés de los animales silvestres.

Definicion de estrés

El estrés puede entenderse como un cambio fisiolégico en la homeostasis
(i.e., equilibrio interno) resultante de fluctuaciones medioambientales. Los
estimulos estresantes (o estresores) son los retos a la homeostasis, y las res-
puestas al estrés forman parte de un conjunto de procesos alostaticos (que
buscan mantener estabilidad a través del cambio) y que intentan contrarres-
tar los efectos de esos estimulos y restablecer la homeostasis (Moberg, 2000).
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Los estresores pueden ser de tipo ecolégico (como la falta de alimento), so-
cial (como las agresiones y la subordinacion), fisiol6gico (enfermedades vy le-
siones), o fisico (como las inclemencias del clima) (Nelson, 2000). Los
estresores provocan respuestas que interfieren con el bienestar, confort y/o
reproduccion y que pueden ser capaces de inducir cambios patoldgicos.
Cuando estas respuestas son prolongadas pueden conducir a una sobrecarga
alostdtica, y desencadenar alteraciones en la conducta alimenticia, Ulceras
gastricas, urticaria, y deficiencias inmunes, entre otras. En este contexto, el
estrés se refiere a situaciones en que el organismo no logra restablecer la ho-
meostasis.

También se ha definido al estrés como una respuesta fisiol6gica no especifi-
ca del organismo a cualquier demanda que se hace sobre él. Esta demanda
puede ser un trauma severo, como una quemadura, una enfermedad, ciru-
gia, hipoglucemia, fiebre, hipertension, ejercicio extremo, parasitismo, entre
otras. Lo anterior involucra un sindrome de adaptacion fisiolégica general
de los organismos que se puede dividir en tres fases. De manera breve, este
incluye: (a) fase de alarma, caracterizada por una respuesta fisiolégica rapi-
da en la cual se estimula el eje hipotadlamo-hipdfisis-adrenales (HHA; que es
el responsable por la activacion de la respuesta fisiologica de estrés); (b) fase
de compensacién o adaptacion, donde después de una exposiciéon mas o
menos prolongada al agente estresante, el organismo se ajusta 0 compensa
las condiciones alteradas que causan el estrés; (c) si los agentes estresantes se
presentan con frecuencia o son de larga duracién, la compensacién puede
no ser posible (e.g., debido a enfermedad) y el organismo entra a la tercera y
altima fase, la etapa de agotamiento del eje HHA, que es también conocido
como estrés cronico (Nelson, 2000). Se ha propuesto que la duracién, mas
que la intensidad, es el factor que determina el impacto de los estimulos es-
tresantes sobre los individuos, ya que si estos son prolongados, generalmen-
te se consideran negativos, mientras que cuando son breves y no se repiten,
se pueden considerar positivos. En todo caso, la respuesta fisiologica al es-
trés es un proceso dindmico que permite a los individuos afrontar retos
ambientales (Figura 1).
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Fig. 1. Esquema que representa los costos bioldgicos de la exposicion prolongada
de un organismo a uno o varios estresores. Mientras que la primera exposicién a un
estresor (A) podrd no obligar al organismo a desviar recursos que afecten las funcio-
nes bioldgicas (i.e. F1, F2, Fn), el efecto acumulativo del estrés prolongado (B, C)
conduce a la reduccién de los recursos invertidos en algunas funciones (i.e., F1y
F2), o incluso a la supresién (D) de algunas de esas funciones (i.e., F1), a lo que se
conoce como estrés crénico. (Modificado de Moberg, 2000)

Hormonas asociadas a la respuesta de estrés

Una gran variedad de estresores pueden alterar la secrecion de hormonas hi-
pofisiarias, mismas que regulan directamente los factores asociados a un
buen estado de salud. Entre estas hormonas, la adenocorticotrépica (ACTH)
es la que mas atencién ha recibido en la investigacion porque estimula la
sintesis y liberacion de los glucocorticoides adrenales, por ejemplo el corti-
sol y la corticosterona, que son liberados durante periodos de estrés (Mo-
berg, 2000). El incremento en la produccién de Ila hormona
adenocorticotrépica por la adenohipdfisis, resulta en el incremento de las
hormonas glucocorticoides adrenales circulantes. Un individuo que man-
tenga una respuesta de estrés por tiempo prolongado, presentard igualmente
un incremento en las hormonas glucocorticoides, que actian produciendo
la lisis de los leucocitos sanguineos, particularmente los linfocitos T, mono-
citos y eosindfilos, asi como una supresion en la generacion clonal de los lin-
focitos. Por lo tanto, un animal expuesto de manera prolongada a estimulos
estresantes estard mas propenso a enfermarse y/o a ser colonizado por para-
sitos o patégenos, que otro individuo que no lo esté.
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Los métodos no-invasivos de monitoreo hormonal en animales silvestres

El auge actual de la endocrinologia ambiental no es ajeno al desarrollo técni-
co que ha habido recientemente de los métodos no-invasivos para el moni-
toreo hormonal en animales silvestres. Los glucocorticoides pueden ser
monitoreados de manera no-invasiva midiendo sus metabolitos que son ex-
cretados en la orina y/o en las heces (Palme, 2005). Hoy en dia, la medicion
de glucocorticoides en heces se utiliza para la evaluacién del grado de bie-
nestar en diferentes especies, ya que la recoleccion de muestras fecales es re-
lativamente facil y no hay necesidad de someter al animal a contencion.

Sin embargo, una sola medicién de los niveles de glucocorticoides en
plasma, saliva, heces u orina proporciona muy poca informacion acerca del
nivel de bienestar de un individuo. Aunque se busque minimizar el impacto
del muestreo sobre la activacién de la respuesta de estrés en el animal, los ni-
veles medidos de los glucocorticoides pueden verse afectados por otros fac-
tores, como por ejemplo, los ritmos circadianos. Debido a esto, es necesario
evaluar muestras obtenidas de manera regular, en un periodo de horas o
dias, y comparar las mediciones entre animales mantenidos en diferentes
condiciones o sometidos a diversos estimulos.

Como comentamos anteriormente, las hormonas pueden ser medidas en
diferentes tipos de muestra, como en suero, heces, orina o saliva. Debido a
que no todas las hormonas son excretadas por la misma via, la seleccion de
tipo de muestra a tomar depende de la hormona que se quiera evaluar y de la
factibilidad de colectar las muestras. Las muestras de suero sanguineo, por
ejemplo, aportan informacién a corto plazo (segundos, minutos) en cuanto a
las respuestas hormonales de los individuos. Sin embargo, su colecta en
campo no es practica ya que, entre otras consecuencias, la captura provoca
estrés en los individuos. Ademas los niveles hormonales de individuos cap-
turados e inmovilizados mediante contencion quimica pueden alterarse por
efecto de la anestesia, como se ha detectado en concentraciones de cortisol
en chimpancés (Whitten et al., 1998). Debido a esto, se recomienda el uso
de métodos de colecta no-invasivos que involucran la utilizacién de orina,
saliva y heces. La colecta de muestras fecales puede ser el método no-invasi-
vo mas eficiente para la realizacion de mediciones hormonales en varias es-
pecies de fauna silvestre. En las excretas se encuentran hormonas esteroides
como andrégenos, estrégenos y progestinas, asi como hormonas relaciona-
das con el estrés como corticosterona y cortisol (e.g.,Wasser et al., 2000). La
colecta de estas muestras en condiciones de campo es ademas relativamente
facil, y cudndo es acompanada del monitoreo longitudinal de los individuos,
permite establecer la relacion entre los niveles hormonales y los atributos in-
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dividuales, como el sexo o la edad. En primates silvestres, este método se ha
empleado para la determinacién de niveles hormonales relacionados con la
actividad reproductiva o el estatus social (e.g., testosterona) y para la evalua-
cion del estrés en animales que viven bajo diferentes condiciones ambienta-
les (e.g., Aguilar-Cucurachi et al.,, 2010; Rangel-Negrin et al., 2009). En
primates, el tiempo transcurrido entre la produccién y secrecion de cortisol y
su expresion en heces es normalmente de alrededor de 24 a 48 horas (Mon-
fort, 2002). Por lo tanto, aunque estas mediciones en excretas no son tan sen-
sibles como las que se hacen en suero (que dan una medicién de lo que esta
pasando en el organismo en los segundos o minutos que preceden a la co-
lecta de la muestra), son de gran utilidad para detectar estrés en estudios de
campo donde los animales estan expuestos a eventos estresantes naturales;
ademas de ser apropiadas cuando no se pueden capturar a los sujetos. Antes
de establecer un protocolo para la cuantificacion de esteroides en heces es
importante determinar la via principal de excrecién para decidir qué tipo de
muestra y anticuerpo usar. Por ejemplo, en un estudio realizado con monos
aulladores de manto (Alouatta palliata) por nuestro grupo de trabajo, encon-
tramos durante una validacion bioldgica de nuestros ensayos hormonales
que el pico mas alto en las concentraciones de metabolitos de corticosterona
en heces se observé entre las 24 y 28 horas después del estimulo estresante
(captura) (Aguilar-Cucurachi et al., 2010).

Los estudios de determinacion de la ruta de secrecidn-excrecién de los
esteroides han contribuido a entender la circulacién entero-hepética de es-
tas hormonas, y se ha determinado que la excrecién de los esteroides al in-
testino se produce principalmente por la bilis. Cuando los 4cidos biliares
llegan al intestino los esteroides sufren una reabsorcion, y durante su circula-
cion por el intestino estan expuestos a procesos metabdlicos por parte de los
microorganismos presentes en la flora intestinal. Se ha descubierto que estos
microorganismos de la flora normal en humanos son los responsables de que
se encuentren metabolitos de estrogenos en su forma no conjugada, princi-
palmente en heces, a causa de la hidrélisis que ejercen sobre ellos. Esto da
como resultado que los factores mas importantes, determinantes del tipo de
metabolito que se puede obtener a partir de heces, dependan del tiempo de
transito intestinal, del tipo de flora intestinal y de otros factores que puedan
llegar a modificarlos (e.g., enfermedad). En general, los metabolitos finales
que aparecen en la orina son conjugados, en tanto que los de las heces no lo
son (Palme, 2005).

El tiempo entre la circulacion y la excrecion de las hormonas en heces
equivale al tiempo necesario del paso de la bilis al recto, que es de 24 a 48
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horas en animales herbivoros y de 12 a 24 horas en carnivoros. Debido a
que los metabolitos de los esteroides que se encuentran en el intestino son
transportados con la ingesta, la velocidad del paso del duodeno al recto pue-
de dar una estimacion del tiempo en que aparecen en las heces; sin embar-
go, el tiempo puede modificarse por factores como constipacién, diarrea,
restriccion de alimento, cantidad de fibra en la dieta, tratamientos con anti-
biéticos que modifiquen la flora intestinal, o incluso por variacién entre in-
dividuos (Palme, 2005).

Finalmente, un punto que debe ser cuidado son las posibles causas de la
variacion en la concentracion de esteroides en heces, ya que puede verse in-
fluenciada por cambios en la dieta, contenido de agua, o por la accién bac-
teriana intestinal. En la medicion de hormonas en heces no se cuenta con un
indice de correccion por variaciones en el volumen de la muestra, como es
la creatinina para el caso de la orina. Por ello se ha recomendado la deshi-
dratacion, pulverizacion y homogeneizacion de las muestras antes de some-
terlas al procedimiento de extraccion, para reportar los resultados en base
seca (e.g., Rangel-Negrin et al., 2014). Eliminar el liquido en las muestras fe-
cales resulta en diferencias no significativas entre las concentraciones de es-
teroides en diferentes porciones de una misma muestra fecal, y una de las
ventajas de la liofilizacién es que después del secado se pueden retirar facil-
mente otros materiales presentes (ej. materia vegetal) que podrian modificar
los resultados.

Un estudio sobre el estrés de los monos aulladores negros

En la actualidad, la pérdida y transformacion de los hédbitats naturales causa-
das por actividades humanas representan un notable desafio para la plastici-
dad conductual y fisiol6gica de los animales silvestres (Figura 2). Los habitats
perturbados tienen una configuracion espacial distinta a la original, la cual
muchas veces se asocia con alteraciones en las interacciones ecoldgicas.
Asimismo, la impredictibilidad ambiental aumenta en estos habitats limitan-
do, por ejemplo, la sincronizacion de las respuestas conductuales y fisiol6gi-
cas de los individuos a claves ambientales, como las fluctuaciones
estacionales en la disponibilidad de alimento. La literatura acerca del impac-
to de la perturbacion ambiental antropogénica sobre poblaciones animales
es muy abundante, y apoya la idea de que el comportamiento vy la fisiologia
de los animales que viven en habitats perturbados son diferentes de los de
animales que viven en hdbitats pristinos.
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Fig. 2. Los monos aulladores negros (Alouatta pigra), son primates arboricolas, pero
la transformacion de su hébitat los puede obligar a cambiar su comportamiento.
Como ejemplo de esos cambios, en la imagen se observa a una hembra desplazan-
dose por el suelo a corta distancia de una persona (fotografia de Ariadna Rangel).

En México, existen aproximadamente 174 AREAS naturales protegidas
(ANP) que incluyen mds de 25 millones de hectareas; esto representa casi el
13% de la superficie del territorio nacional. De estas 174 ANP, podemos en-
contrar a primates en 38. Tradicionalmente, se asume que los primates que
viven en ANP experimentan menos los efectos de la perturbacién ambiental
que los que viven fuera de ellas. Sin embargo, este supuesto no se habia eva-
luado formalmente en ningln estudio con un primate, por lo que nosotros
realizamos una comparacion de los niveles de cortisol fecal de monos aulla-
dores negros (Alouatta pigra) entre poblaciones que vivian en ANP y pobla-
ciones que vivian en pequefos fragmentos de selva (Rangel-Negrin et al.,
2014).

A través del monitoreo hormonal no-invasivo en heces de individuos
pertenecientes a cinco poblaciones de monos aulladores negros durante dos
afnos, encontramos que la variacion en el cortisol fue muy consistente en
cada tipo de habitat, ya que los niveles de esta hormona no fueron significa-
tivamente diferentes en un mismo individuo entre estaciones (temporada de
lluvias vs. sequia), tanto en las ANP como en los fragmentos de selva. Sin
embargo, los niveles de cortisol fecal fueron aproximadamente un 20% mas
altos en muestras de individuos que vivian en fragmentos de selva que en
aquellas provenientes de las ANP. Asimismo, mientras que en las ANP los ni-
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veles promedio de cortisol de los individuos fueron mds altos en la época del
ano en que los recursos fueron mas escasos, en los fragmentos de selva no se
observé una variacion significativa en los niveles hormonales asociada a la
estacionalidad climatica.

En nuestro estudio, los monos aulladores negros que vivian en fragmen-
tos de selva se enfrentaron a diversos estresores antropogénicos que no fue-
ron observados en las ANP, como la presencia y ataques de perros, caza,
incendios, tala de drboles o proximidad con humanos (Figura 2). Estos estre-
sores tienen el potencial de aumentar los niveles de glucocorticoides de los
individuos, por lo que esta investigacién aporté por primera vez evidencia
directa de un costo fisiolégico asociado a la perturbacién antropogénica en
una especie de primate mexicano en vida libre. Ya que el mantenimiento de
niveles de glucocorticoides elevados por periodos largos puede impactar ne-
gativamente a la reproduccién y a la supervivencia de los individuos, es po-
sible que las poblaciones de monos aulladores negros que viven en
fragmentos no sean viables.

Perspectivas

En el contexto de la investigacion de los efectos de la perturbacién antropo-
génica sobre las poblaciones silvestres, el monitoreo de glucocorticoides
realizado en diversos estudios ha permitido caracterizar las respuestas fisio-
l6gicas de estrés de los individuos a variaciones en diferentes factores, como
la depredacion, la contaminacion o cambios en los patrones espaciales del
habitat. Menos conocidas, son las respuestas de estrés de la fauna silvestre a
las actividades humanas en el momento en que estas ocurren. La mayoria de
los estudios realizados, incluyendo el que describimos sobre monos aulla-
dores negros, han correlacionado los niveles de glucocorticoides con algtn
indicador indirecto de la ocurrencia de actividades humanas, como la varia-
cion en el nimero de turistas registrados en las taquillas de parques natura-
les, o la comparacion entre dreas con y sin turismo. Por lo tanto, nuestra
capacidad de cuantificar los costos de la perturbacién antropogénica y de
predecir como reaccionaran los individuos a cambios en su entorno provo-
cados por actividades antropogénicas es limitada. En la actualidad, nuestro
grupo de investigacion trabaja en el disefo e implementacion de estudios
que solucionen estas limitaciones. En particular, nos estamos concentrando
en la medicion de las respuestas hormonales de los primates silvestres a esti-
mulos que simulan perturbaciones antropogénicas, como el ruido o la pre-
sencia humana.
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