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Resumen de la tesis que presenta Anayr Sanchez Gdmez como requisito parcial para la obtencién del grado de
Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Biologia Ambiental.

Valoracidn de los programas de nado como enriquecimiento ambiental
para Tursiops truncatus (delfin nariz de botella)

Resumen aprobado por:

Dr. Horacio Jesus de la Cueva Salcedo
Director de tesis

Tursiops truncatus es el mamifero marino mds abundante en cautiverio donde puede encontrar
situaciones de estrés. El enriquecimiento ambiental es una manera de disminuir el estrés, considerando
las interacciones humano-animal, una interaccién positiva. Se evaluaron los programas de nado como
enriguecimiento ambiental en cinco instalaciones de la empresa Dolphin Discovery, Quintana Roo,
mediante biometria y quimica sanguinea como estudio de salud general, enzimas asociadas a dafio
muscular para determinar el efecto de los programas de nado en las alteraciones musculares,
concentraciones de acido lactico para evaluar la demanda energética durante el dia y niveles de cortisol
en sangre en T. truncatus antes y después del primer y dltimo programa de nado del dia. La biometria 'y
guimica sanguinea mostraron cambios estadisticamente significativos (p>0.05) en diferentes parametros
indicando niveles subclinicos que podrian estar influyendo en los demds resultados, asi como en la salud
a largo plazo de los individuos. Los valores de enzimas musculares se encontraban en su mayoria por
encima y debajo del rango normal, sin embargo, no se encontré una alteracidon estadisticamente
significativa antes y después del primer programa de nado. El analisis de acido lactico mostré valores por
debajo del registrado en vida libre para T. truncatus y un aumento significativo en las concentraciones a lo
largo del dia, esperado debido al gasto energético. Los niveles de cortisol fueron mas altos antes del primer
programa de nado, ya que esta hormona esta en la parte alta de su ciclo circadiano en mamiferos, y se
obtuvo una disminucidn estadisticamente significativa a lo largo del dia; no hay un efecto acumulativo. No
se encontré prueba de dafio muscular, ni estrés en los delfines de Dolphin Discovery antes y después del
primery ultimo programa de nado del dia. No se encontré una relacidn estadisticamente significativa entre
los parametros medidos con locacidn, sexo, edad y tiempo en cautiverio de los individuos.

Palabras clave: Estrés, enriquecimiento ambiental, biometria, quimica sanguinea, enzimas hepaticas, acido
lactico, cortisol



Abstract of the thesis presented by Anayr Sanchez Gémez as a partial requirement to obtain the Master of
Science degree in Life Sciences with orientation in Environmental Biology

Swimming programs assessment as environmental enrichment
for Tursiops truncatus (bottlenose dolphin)

Abstract approved by:

Dr. Horacio Jesus de la Cueva Salcedo
Thesis Director

Tursiops truncatusis the most abundant captive marine mammal, where it can be under stress.
Environmental enrichment is a means for decreasing stress, and where human-animal interactions are
considered positive. We evaluated swimming programs as environmental enrichment in five Dolphin
Discovery installations in Quintana Roo, using blood biometry and chemistry as indicators of general
wellbeing, enzymes associated to muscle damage to determine the effect of swimming programs in
muscles, lactic acid concentrations to evaluate energy demand through the day and blood cortisol levels
in T. truncatus before and after the first and last swimming performance of the day. The blood's biometry
and chemistry showed statistically significant effects (p>0.05) in several parameters, pointing to subclinical
levels that could be affecting other results, as well as the long term health of the sampled individuals.
Muscle enzyme values were, for the most part, either above or below the normal range, nonetheless,
there was no statistically significant difference before and after the first swimming program. Lactic acid
analyses gave values below those registered in the wild for T. truncatus, and a considerable increase in
concentration throughout the day, as expected with energy expenditure. Cortisol levels were higher
before the first swimming performance, as this hormone is at its highest level in the morning in mammalian
circadian rhythms, a statistically significant decrease was shown through the day, we didn’t find a
cumulative effect. There was no evidence of muscle damage or stress for T. truncatus at Dolphin Discovery
before and after the first and last swimming performances of each day. There was no statistical
relationship between measured parameters with location, sex, age, and length of capture of the dolphins.

Keywords: Stress, environmental enrichment, biometry, blood chemistry, hepatic enzymes, lactic acid,
cortisol
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Capitulo 1. Introduccion

Tursiops truncatus, el delfin nariz de botella o tonina es el mamifero marino mds abundante en
cautiverio (WDCS, 2016). Durante los primeros cautiverios se utilizd para entretenimiento humano,
con el tiempo, los delfines se han utilizado en rehabilitacion fisica y emocional de las personas.
Incluso estos organismos se han utilizado por los militares debido a su inteligencia y habilidades
(Ugaz et al., 2013). Por otra parte, los delfines han fomentado la educacién ambiental, permitiendo
alos humanos el acercamiento con estos animales. Sin embargo, desde mediados de 1970 el publico

comenzé a cuestionar la ética del cautiverio (WDCS, 2016).

Todos los animales en cautiverio y vida libre padecen de estrés. Este es una respuesta bioldgica
provocada por una amenaza (estresor) a su homeostasis (Moberg y Mench, 2000). Los animales en
cautiverio tienen que sobrellevar cambios ambientales, fisicos y sociales, relacionados con el disefio
de los encierros, cambios en su alimentacidn y grupos sociales, todos los cuales provocan

alteraciones en el comportamiento individual y su interaccidn grupal (Luna-Blassio et al., 2012).

Una manera de disminuir el estrés en cautiverio es mediante el enriquecimiento ambiental, siendo
esto cualquier técnica disefiada para mejorar la funcién bioldgica de un animal en cautiverio a través
de modificaciones a su medio ambiente. Los enriquecimientos van de acuerdo a la especie y a la
funcién de la situacion, e incluyen el enriquecimiento visual, auditivo, olfativo, tactil, alimenticio,
estructural, social e interacciones humano-animal (Delfour y Beyer, 2011; Bahe, 2014). Las
interacciones con los cuidadores y el entrenamiento adecuado permiten al animal escoger
participar, lo cual es Util para ganarse su confianza, permitir encuentros cercanos con el animal,

facilitando las consultas médicas veterinarias (Claxton, 2011).

El nado con humanos es una actividad de entretenimiento, que podria considerarse un
enriquecimiento positivo para los delfines ya que fomenta la interaccion social, la curiosidad y el
juego. De este modo se incrementan las posibilidades de que los delfines desarrollen sus habilidades
naturales, los comportamientos propios de su especie, asi como el mantenimiento y la mejora de

su bienestar (Claxton, 2011).



Sin embargo, el anterior supuesto no ha sido confirmado, siendo pocos los estudios publicados
sobre la influencia que tiene el medio ambiente en el bienestar de delfines en cautiverio. La mayoria
de ellos ha sido en instalaciones cerradas, pero no en instalaciones comunicadas con cuerpos de
agua naturales o abiertas. Una menor cantidad de estudios se han publicado sobre el impacto que

tiene el enriquecimiento ambiental en su bienestar.

En 2012, Luna-Blassio y colaboradores realizaron un estudio de comportamiento y niveles de
cortisol en sangre de T. truncatus en instalaciones abiertas y cerradas con el fin de ampliar la
informacidén acerca de los indicadores de bienestar, y el cuidado y manejo en cautiverio. Los
resultados indicaron que los niveles de cortisol no fueron influenciados por el tipo de
instalacion en donde se encontraban los organismos. Sin embargo, los resultados del
comportamiento indican que las instalaciones abiertas influyen positivamente en la conducta

de T. truncatus, probablemente por la calidad del espacio y la percepcidn animal del entorno.

Ugaz y colaboradores en 2013, midieron los estados del comportamiento individual y niveles
de cortisol salival de T. truncatus en instalaciones abiertas y cerradas. En general, los
resultados de comportamiento mostraron que los delfines mantenidos en instalaciones
abiertas pasaban mas tiempo nadando en patrones lineales, lo que demostraba menor estrés,
en comparacion con los patrones circulares de los delfines en instalaciones cerradas. Por otro
lado, los delfines en instalaciones abiertas también tenian un menor nivel de cortisol salival
gue los de instalaciones cerradas. Para futuros estudios sugirieron incluir otros indicadores de
bienestar como la funcién reproductiva y medidas de salud para conocer mas sobre las

relaciones del disefio de las instalaciones y el bienestar de los delfines.

El estudio de Delfour y Beyer en 2011, fue disefiado para medir el interés de los delfines y las
reacciones de comportamiento hacia objetos introducidos en sus instalaciones. Los resultados
revelaron una correlaciéon positiva entre los comportamientos interactivos y de interés.
Algunos delfines mostraron tener juguetes favoritos, sin embargo, sélo el 50% de los objetos
fueron manipulados directamente. Estos descubrimientos demostraron que los delfines no
tratan a todos los objetos como juguetes y los cambios en su comportamiento debido a la

presentacion de los objetos, no necesariamente indican un efecto de enriquecimiento.



Rangel-Martinez (2014), investigd si los programas de nado con humanos actuaban como
actividades de enriquecimiento. El estudio se llevd a cabo en seis instalaciones de Dolphin
Discovery, Quintana Roo, cuatro abiertas, dos cerradas, en donde se determind la eficiencia de
los programas de nado en la reduccidn del estrés utilizando técnicas clinicas de laboratorio
comparando enzimas hepaticas y niveles de cortisol en sangre antes y después de los
programas de nado. Ademas se determind si los parametros fisicoquimicos: temperatura,
salinidad, pH, cloro y concentraciéon de bacterias coliformes del agua de cada delfinario se
encontraban en los rangos establecidos en la NOM-135 SEMARNAT, y se encontré que sélo una
de las instalaciones cerradas no cumplia con el rango establecido de temperatura por la NOM.
En cuanto a las enzimas hepaticas, los delfines de un delfinario con instalaciones abiertas
presentaron una disminucién significativa en una de seis enzimas analizadas. También se
observd una disminucién en la concentracidn de cortisol en sangre después de los programas
de nado, pero sélo los machos presentaron diferencias significativas. Por lo tanto, el estudio
no encontré evidencia de dafio muscular, ni estrés por cortisol en los delfines involucrados en

los programas de nado.

Hasta la fecha son pocas las investigaciones relacionadas con la produccién de acido lactico y la
fisiologia del ejercicio de T. truncatus. Williams y colaboradores (1993) investigaron las respuestas
fisiolégicas y energia locomotora de dos T. truncatus ejercitandose. El consumo de oxigeno, ritmo
cardiaco, frecuencia respiratoria y concentracion de lactato en sangre después del ejercicio fueron
determinadas para los individuos ya sea cargando una célula de carga o nadando junto a un barco.
Se encontré que el lactato aumentd después que los delfines hicieron ejercicio empujando la célula
de carga y los valores no fueron diferentemente significativos a las demds variables analizadas.
Concluyeron que el gasto energético de estos mamiferos es bajo en comparacién con otros

mamiferos marinos o semi acuaticos.

En este trabajo se evalud si los programas de nado con humanos actian como actividades de
enriquecimiento ambiental para T. truncatus, comparando los niveles de estrés antes y después de
los programas de nado. Se hicieron mediciones antes y después del primer programa de nado del
dia y se compararon con momentos similares en el Ultimo programa del dia, de tal manera que
pudimos cuantificar si existe o no un efecto de estrés acumulativo durante los programas de nado

de un dia. Se compararon otras variables que consideramos importantes, como las caracteristicas



de edad, sexo y tiempo en cautiverio de cada delfin y el tipo de instalacidn, para asi determinar si
representan una variable significativa en la respuesta de estrés. Se evaluaron los niveles de cortisol
en sangre, enzimas asociadas a dafio muscular, concentraciones de acido lactico, ademas se estimé
el estado de salud general de cada individuo mediante biometrias y quimicas sanguineas para saber
si algun resultado pueda atribuirse, cuando menos parcialmente, al estado de salud de los sujetos

experimentales.

1.1 Estrés

Los animales responden a los cambios o a los retos en su medio ambiente mediante una variedad
de mecanismos anatémicos, fisioldgicos, bioquimicos, inmunoldgicos y de comportamiento. Una
variedad de combinaciones de estas respuestas han sido descritas como respuesta al estrés
(Ewbank, 1985). Moberg y Mench (2000) definen el estrés como la respuesta bioldgica provocada
cuando un individuo percibe una amenaza a su homeostasis. La amenaza es conocida como

‘estresor’.

La respuesta al estrés se divide en tres etapas: el reconocimiento del estresor, la defensa biolégica
contra el estresor y las consecuencias de la respuesta al estrés. Es esta Ultima etapa la que
determinara si un animal esta bajo estrés o simplemente experimenta un breve episodio en su vida

qgue no tendra un impacto significativo en su bienestar (Moberg y Mench, 2000).

1.1.1 Reconocimiento del estresor y respuesta bioldgica

La respuesta al estrés se inicia con el sistema nervioso central cuando percibe una amenaza
potencial, aunque no sea una amenaza significativa, es la percepcion de la amenaza la que es critica.
Es por esto que los estresores psicoldgicos pueden ser devastadores. Estos causan cambios
bioldgicos significativos en el animal, los cuales podrian no tener valor para que el individuo se alivie
del estresor percibido. Una vez que el sistema nervioso central percibe la amenaza, este desarrolla
una respuesta bioldgica o defensa bioldgica, que consiste en una combinacion de las respuestas de
defensa bioldgica: la respuesta de comportamiento, respuesta auténoma del sistema nervioso, y la

respuesta neuroendocrina o respuesta inmune (Moberg, 1985).



En el caso de muchos estresores, la primera y sin duda la respuesta biolégicamente mds comun es
la del comportamiento, el animal podria evadir al estresor exitosamente simplemente alejandose
de la amenaza. Las respuestas con base al comportamiento no son apropiadas para todos los
estresores, y los animales también podrian encontrarse en situaciones en donde las opciones son
limitadas o arriesgadas (Moberg y Mench, 2000). Esto es especialmente una preocupacion cuando
el comportamiento del animal estd limitado por el confinamiento, como es el caso de los animales

en cautiverio.

Como segunda linea de defensa de un animal durante el estrés es el sistema nervioso auténomo.
Durante el estrés, este sistema afecta a varios sistemas bioldgicos, incluyendo el sistema
cardiovascular, gastrointestinal, las glandulas exocrinas y la médula adrenal. Los resultados son
cambios en el ritmo cardiaco, presién sanguinea y actividad gastrointestinal. Las respuestas
auténomas afectan sistemas biolégicos muy especificos y los efectos bioldgicos son relativamente
de corta duracion, se puede decir que la activacion del estrés del sistema nervioso auténomo no

tiene un impacto significativo en el bienestar del animal a largo plazo (Moberg y Mench, 2000).

A diferencia de los efectos del sistema nervioso auténomo, las hormonas secretadas por el sistema
neuroendocrino hipotaldmico-pituitario tienen un efecto de larga duracién en el cuerpo.
Virtualmente todas las funciones bioldgicas que son afectadas por el estrés, incluyendo la capacidad
inmunoldgica, reproduccién, metabolismo y comportamiento, son reguladas por estas hormonas

pituitarias (Moberg y Mench, 2000).

1.1.2 Respuesta adaptativa al estrés

La respuesta fisiolégica al estrés momentaneo es considerada adaptativa porque dirige la energia
del organismo a las funciones que aumentan su supervivencia y pospone las que no son necesarias
en el momento. Sin embargo, si el factor estresante no desaparece y los niveles de estrés
permanecen elevados por mas de algunos dias, se provoca una variedad de consecuencias negativas
amplias, esta situacidon se conoce como estrés crénico. Estos efectos negativos aparecen como
patologias en el largo plazo e incluyen la depresidn del sistema inmune, favoreciendo un incremento
en la susceptibilidad a enfermedades; la inhibicién de la reproduccidn, la pérdida de tejido muscular

y el decremento en la capacidad de aprendizaje (Moberg, 1985).



1.1.3 Mediciones de estrés

Para medir el estrés se usan otros métodos ademas del analisis de comportamiento, el cual puede
indicar estrés, pero no puede indicar cuantitativamente el nivel del mismo. En este estudio se midid
el estrés mediante las concentraciones de cortisol, una hormona que se libera en respuesta al estrés
que suprime al sistema inmunoldgico; las enzimas hepaticas asociadas a dafio muscular, que
aumentan su concentracién durante el estrés fisico y la concentracién de acido lactico, el cual

aumenta cuando hay una demanda grande y rapida de energia en tejidos.

1.1.3.1 Cortisol

Para comprender los efectos del estrés en el sistema inmune es importante estudiar los mecanismos
individuales de la inmunosupresion en él. Quizas el mecanismo mas sencillo para definir es el de la
inmunosupresién causada por el incremento en los niveles de cortisol en sangre. Una respuesta
general del cuerpo hacia el estrés es la liberacion de la hormona adrenocorticotrdpica (por sus siglas
en inglés, ACTH) de la glandula pituitaria anterior, la cual estimula la corteza adrenal para

incrementar la sintesis y la secrecion del cortisol o hidrocortisona (Moberg, 1985).

La exposicion prolongada o constante a estresores, que incrementa los niveles de cortisol en sangre
da lugar a la supresién del sistema inmune. Los glucocorticoides y la noradrenalina inhiben el
funcionamiento de los sistemas con mayor gasto energético, digestivo, crecimiento e inmune, con
el fin de que el organismo utilice esa energia para hacer frente a la situacidon de estrés (Gomez y

Escobar, 2006).

En gran parte de los estudios para medir cortisol en delfines se utiliza la técnica de
radioinmunoensayo (por sus siglas en inglés, RIA), siendo un método muy sensible que proporciond
un avance importante en la identificacion y cuantificacién de antigenos y anticuerpos en mezclas
complejas mediante un etiquetado radioactivo para detectar el alcance de la reaccion (Lackie, 2013;
Petty et al., 2016; Moticka, 2016). Otros estudios trabajan con la técnica de ELISA competitivo,
siendo un proceso competitivo de union ejecutado por el antigeno original (antigeno muestra) y el
antigeno complementario. El procedimiento de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (por
sus siglas en inglés, ELISA) competitivo es diferente en algunos aspectos a los demas tipos de ELISA.

En este caso el anticuerpo primario (sin marcar) se incuba con antigeno de muestra, después los



complejos anticuerpo-antigeno se afiaden a las placas de 96 pocillos que se recubren previamente
con el mismo antigeno, y el anticuerpo unido se elimina lavando la placa (mientras mas antigeno
haya en la muestra, menos anticuerpos podran unirse al antigeno en el pozo, de ahi la
“competencia”), de aqui se agrega el anticuerpo secundario especifico del anticuerpo primario y el
conjugado de enzima, por ultimo se agrega un sustrato y las enzimas restantes provocan una seial
cromogénica o fluorescente. Cuanto mayor es la concentracion del antigeno de la muestra, mas
débil es la sefial eventual. La principal ventaja del ELISA competitivo es la capacidad de utilizar
muestras crudas o impuras y aun asi unirse selectivamente a cualquier antigeno que pueda estar

presente (Sino Biological, 2017).

Para el actual estudio se utilizd el kit DRG Cortisol ELISA, siendo un ensayo en fase sélida de
inmunoabsorcidn unido a enzimas, basado en el principio de unidén competitiva en donde los pocillos
de las placas estan recubiertos con un anticuerpo monoclonal dirigido contra un foco antigénico en
la molécula cortisol. En las muestras, el cortisol compite con un conjugado cortisol-peroxidasa de
rabano en la unién al anticuerpo inmovilizado. Seguido de la incubacién el conjugado no unido se
lava. La cantidad de conjugado peroxidasa unido es inversamente proporcional a la concentracion
de cortisol en la muestra. Después de la adicidn de la solucidn sustrato, la intensidad de color
desarrollado es inversamente proporcional a la concentracidn de cortisol en la muestra del individuo

(DRG Instruments GmbH, 2017).

1.1.3.2 Enzimas musculares

Una manera de determinar si hay dafio muscular es mediante las enzimas asociadas. Estas
normalmente se encuentran presentes en la sangre como resultado de la renovacion celular y
pueden aumentar su concentracidn durante el estrés fisico, por el incremento de la permeabilidad
celular y el dafio a células musculares (Rangel-Martinez, 2014). Los niveles anormalmente altos de
estas enzimas pueden indicar dafio hepatico, alteraciones en el flujo biliar, dafio en musculo

esquelético, enfermedades del sistema nervioso central, etc. (Dierauf y Gulland, 2001).

Para medir las enzimas hepaticas musculares, ademas de otros parametros bioquimicos los
veterinarios recomiendan el uso de un autoanalizador IDEXX (Vet-Test), el cual destaca por su

flexibilidad, precision y facilidad de uso gracias a su tecnologia de placa seca que minimiza los



efectos de las sustancias que pueden interferir en un analisis. Las placas cuentan con una capa de
extensién en donde la muestra se distribuye uniformemente, una capa de filtracién donde filtra
cualquier sustancia que interfiera con los resultados, una capa reactiva en donde el reactivo
reacciona con la muestra, la capa indicadora en donde la muestra que ha reaccionado se acumula
para el andlisis espectral y por ultimo, la capa de soporte con interfaz éptica (IDEXX laboratories,

2017).

El nado con delfines es una actividad fisica que puede ocasionar dafio muscular en los delfines por
el esfuerzo que realizan en las actividades de entretenimiento (Alaniz, 2010) con sus entrenadores

y visitantes, como el cargarlos con sus hocicos, pasearlos por las instalaciones.

1.1.3.3 Acido Lactico

A medida que los animales realizan ejercicio hasta agotarse, comienzan a respirar mas rapido
mientras intentan transferir mas oxigeno a los musculos activos. El muisculo genera la mayor parte
de su energia utilizando métodos aerébicos, es decir, con oxigeno. Sin embargo, algunas
circunstancias requieren una produccion de energia mas rapida de lo que nuestros cuerpos pueden
suministrar adecuadamente oxigeno. En esos casos, los musculos que trabajan generan energia
anaerdbicamente. Esta energia proviene de la glucosa a través de la glucolisis, proceso en que la
glucosa se descompone o se metaboliza en una sustancia llamada piruvato. Cuando el musculo tiene
mucho oxigeno, el piruvato es transportado a una via aerdbica para ser desglosado para obtener
mas energia, pero cuando el oxigeno estd limitado, el musculo convierte temporalmente el piruvato
en lactato, que permite que la descomposicion de la glucosa, y por lo tanto, la produccidn de energia

continte (Roth, 2006).

1.2 Biometria y quimica sanguinea: Estudio de salud general

Los analisis de sangre realizados en una evaluacidn de salud se interpretan en conjunto con un
examen clinico y un historial médico previo. La hematologia es la manera de estudiar los elementos
de la sangre, y es de gran importancia para la identificaciéon temprana de un mal fisico o una
enfermedad. Variaciones en el tamafio, forma y nimero de las células sanguineas genera una idea
temprana del funcionamiento de la sangre y la médula 6sea donde se hace la sangre, ademas de los

factores clinicos que pueden afectarla (Kerr, 2002).



Las pruebas bioquimicas miden las sustancias quimicas transportadas por la sangre. Las pruebas
clave indican el nivel de funcionamiento del higado y los riflones. También miden los niveles de
azucar y grasas circulando el cuerpo (Kerr, 2002). Las enzimas musculares antes mencionadas son

parte de las pruebas quimicas.

1.3 Tursiops truncatus

Tursiops truncatus, también conocido como delfin nariz de botella comun o tonina recibe su nombre
del latin Tursio (delfin) y del sufijo griego —ops (aparicidn), truncatus deriva del latin trunco-
(truncado), refiriéndose a sus dientes aplanados como una caracteristica de identificacidn. Estos
delfines tienen una distribucidon cosmopolita, se encuentra en la mayoria de los océanos calidos
templados y tropicales del mundo, tanto en las costas como fuera de estas. Son reconocidos por su
apariencia generalizada, la cual consiste en un tamafio mediano, cuerpo robusto, aleta dorsal
encorvada moderadamente, y una coloracién oscura. La longitud de los adultos va de los 2.5 m a
3.8 m, variando de acuerdo a la distribucion geografica. La dieta de T. truncatus consiste de una gran

variedad de peces y calamares (Perrin et al., 2008).

Tursiops truncatus presenta un gran espectro de movimientos, incluyendo migraciones
estacionales, residencia periddica, y una combinacién de movimientos ocasionales de larga de
distancia y residencia local repetida. Normalmente se encuentran en grupos de 2 a 15 individuos,
aunque se han encontrado grupos de mas de 1000 especimenes. La composicidon de los grupos
tiende a ser dindmica en cuanto a sexo, edad, condicidon reproductiva, relaciones familiares e
historias de afiliacién. Las hembras pueden llegar a vivir hasta 57 afios, y los machos hasta 48. La
madurez sexual depende de la regién, pero en general las hembras entran en la madurez a los 5-13

afios, mientras que en los machos ocurre a los 9-14 afios (Perrin et al., 2008).

1.3.1 Tursiops truncatus en cautiverio

El cautiverio de los mamiferos marinos se expande desde el siglo XIX hasta nuestros dias. En los afios
1860y 1870 las primeras belugas y delfines fueron capturadas y llevadas a acuarios por todo Estados

Unidos y Europa. Marineland de Florida, E.E. U.U., abrio sus puertas en 1938 y en 1947 fue el hogar
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del primer delfin nariz de botella nacido en cautiverio. El uso de delfines en cautiverio comenzé
como entretenimiento para los humanos, con el tiempo se han usado para tratar a personas que
necesitan de rehabilitacion fisica y emocional e incluso para ayuda militar; debido a su inteligencia
y habilidades unicas. La industria fue creciendo y en la actualidad hay varias entidades de la
Republica Mexicana que cuentan con delfinarios como Quintana Roo, Jalisco, Guerrero, Sonora,

Distrito Federal y Baja California Sur (Alaniz, 2010).

Tursiops es el género de delfines que mas se encuentra en cautiverio alrededor del mundo. Dentro
de Estados Unidos, aproximadamente el 70% de los delfines en cautiverio se mantienen en
exhibicién, mientras el resto es principalmente usado para investigacién y propdsitos militares. La
mejora de las instalaciones y el incremento de conocimiento acerca de los requisitos para el cuidado
de los delfines ha llevado a un incremento en el éxito de mantenimiento de largo plazo de los
animales, al punto donde los nacimientos y los rangos de supervivencia en las mejores instalaciones,
se aproximan y, probablemente en algunos casos, superen a las poblaciones en vida libre (Perrin et

al., 2008).

Sobre la composicion de los grupos en cautiverio, se han observado jerarquias dominantes, con
machos adultos grandes dominando a los demds compaferos del recinto, hembras formando
jerarquias menos rigidas, con las hembras mas grandes dominando a las mas pequefias. El contacto

y la postura son usados para establecer y mantener las jerarquias (Perrin et al., 2008).

Tursiops truncatus al igual que otros mamiferos marinos que han sido mantenidos en cautiverio,
tienen que enfrentar factores de estrés que son demandantes sobre sus habilidades adaptativas,
situacién que repercute negativamente sobre su bienestar. Estos animales tienen que sobrellevar
cambios ambientales fisicos y sociales, relacionados con el disefio de los encierros, cambios en su
alimentacién y grupos sociales, que provocan alteraciones en el comportamiento individual y su
interaccion grupal (Luna-Blassio et al., 2012). Sin embargo, no todo el estrés es negativo, ya que
algunas situaciones estresantes como el explorar un nuevo elemento en su ambiente o el

apareamiento, usualmente son vistos como benéficos (RSPCA, 2016).
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1.3.2 Instalaciones de cautiverio

Las instalaciones en cautiverio para delfines pueden ser tanto cerradas, como abiertas. Las cerradas
consisten en infraestructuras (piscinas de construccién compleja) donde el agua es regulada por
sistemas de filtracidn, y la temperatura, pH y otras caracteristicas son controladas para mantener
una calidad 6ptima. Las instalaciones abiertas son infraestructuras para el confinamiento de
mamiferos marinos en su medio natural, el cual recibe intercambio de agua del exterior ya sea por
flujo de mareas u otras fuentes (NOM-135-SEMARNAT, 2004). El disefio de las instalaciones y la
incorporacién de factores ambientales estan mejorando continuamente. Por otro lado, la
instalacion debe ser adecuada y capaz de alojar grupos sociales compatibles y apropiados (CCAC,

2014).

1.3.3 Actividades de entretenimiento

Las actividades de entretenimiento que realizan los delfines en cautiverio consisten en los
“u . e . ” . . . . .
programas de nado, “acariciar y alimentar” y la terapia asistida por delfines, conocida como
delfinoterapia (Curtin y Wilkes, 2007). Los programas de nado y el “acariciar y alimentar” son las
actividades mds comunes de los delfinarios, estas consisten en sesiones de aproximadamente 40 a
60 minutos con un grupo de personas en contacto directo con los delfines, en donde hay
experiencias de aprendizaje, interacciones, besos, paseos sobre sus aletas pectorales, paseos donde

son impulsados sobre el hocico de dos delfines, etc. (Dolphin Discovery, s/f).

1.4 Enriquecimiento ambiental

Una manera de disminuir el estrés en cautiverio es mediante el enriquecimiento ambiental, el cual
constituye los esfuerzos para disminuir la pobreza del medio ambiente incluyendo variables como
la composicion de los grupos, la diversidad de la dieta, el espacio fisico del recinto (instalacién) y las
interacciones entre cuidadores, visitantes y animales. Enriquecimiento animal se define como
cualquier técnica disefiada para mejorar la funcién bioldgica (incrementar el éxito reproductivo,
incrementar el fitness o la salud en general) de un animal en cautiverio a través de modificaciones

a su medio ambiente (Delfour y Beyer, 2011; Bahe, 2014).
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Las técnicas de enriquecimiento pueden ser usadas para reforzar la apariencia de los
comportamientos deseados como comportamiento exploratorio, juego, interaccién social, etc.,
disminuir la frecuencia de comportamientos indeseados como comportamientos agresivos,
estereotipicos, automutilaciéon, disminuir malos comportamientos alimenticios, coprofagia y
regurgitacion, y reducir el exceso de comportamientos auto-dirigidos. Los tipos de enriquecimiento
van de acuerdo a la especie y a la funcién de la situacidn, e incluyen el enriquecimiento visual como
espejos y televisiones; auditivos como vocalizaciones animales o musica; olfativos, esencias
naturales o artificiales; alimenticios, que incluyen busqueda, captura, extraccion de alimento
disperso, entero, escondido o vivo; tdctiles, como proveer pelotas, cajas y otros objetos;
estructurales, cambios en el espacio fisico del recinto; sociales, afiadiendo o retirando compafieros;
interacciones humano-animal, interacciones positivas entre animales y cuidadores, o animales y

visitantes (Delfour y Beyer, 2011; Bahe, 2014).

Un factor clave que contribuye a como los animales en cautiverio reaccionaran a su medio ambiente
es la relaciéon con humanos. Las interacciones con los cuidadores y el entrenamiento adecuado
permiten al animal escoger participar, lo cual es util para ganarse su confianza, permitir encuentros

cercanos con el animal, y asi facilitar las consultas médicas veterinarias (Claxton, 2011).

Parte del enriquecimiento animal en los delfinarios es justamente la interaccidn humano-animal, en
este caso el nado con delfines. Esta actividad puede considerarse un enriquecimiento positivo ya
que fomenta la interaccién social, la curiosidad y el juego. De este modo se incrementan las
posibilidades de que los delfines desarrollen sus habilidades naturales, los comportamientos
propios de su especie, asi como el mantenimiento y la mejora de su bienestar (Claxton, 2011). Es
debido a esto que el enriquecimiento animal es tan importante para el bienestar de los delfines en

cautiverio, como lo es la nutricién y la medicina veterinaria.

Uno de los problemas que enfrenta el enriquecimiento ambiental es comprobar la eficiencia de las
diferentes actividades. Una de las técnicas mas utilizadas es la etologia que conlleva a observaciones
del comportamiento, lo cual tiene como principal ventaja el hecho de que usa métodos no invasivos
para estudiar indirecta y directamente las reacciones de los animales hacia los programas en
cautiverio (Delfour y Beyer, 2011). Por otro lado, como desventaja, es dificil hacer observaciones

diariamente y por periodos largos (Claxton, 2011; Delfour y Beyer, 2011). Al trabajar con
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comportamiento basado en observacién humana no se tiene una seguridad absoluta de su efecto,
sino mas bien es una suposicién. Es por esto que es Util y necesario el uso de andlisis moleculares

para obtener un estudio mds completo, veridico, comprobable y repetible.

El enriguecimiento ambiental es un campo muy amplio, sin embargo, los enriquecimientos se
centran mas en mamiferos y otros vertebrados terrestres, a comparacién de los mamiferos marinos
(Claxton, 2011). Por otro lado, hay menos estudios de T. truncatus en cuanto al efecto del ambiente
y el enriquecimiento ambiental sobre su comportamiento y el bienestar (Delfour y Beyer, 2011; Luna

Blassio et al., 2012; Ugaz et al., 2013).

1.5 Justificacion

Debido a que la mayoria de los estudios relacionados en el bienestar de Tursiops truncatus en
cautiverio estan basados en analisis ecoldgicos sin mas evidencia cuantitativa de apoyo, se realizé
una evaluacién del bienestar mediante analisis quimicos y hematoldgicos para obtener un estudio

mas completo.

La mayoria de los estudios que hay sobre enriquecimiento ambiental en cautiverio para T. truncatus
son con base en la introduccién de objetos novedosos a sus instalaciones, por lo que se hace
necesario hacer un andlisis mas profundo sobre el impacto que tienen los programas de nado con
humanos en el bienestar de T. Truncatus y si estds proporcionan un enriquecimiento ambiental

positivo.

Estudios previos tanto moleculares como etoldgicos sobre el impacto de los programas de nado
hacen una comparacion entre el antes y después de un mismo programa de nado, en este caso se
llevd a cabo una comparacion entre el antes y después del primer programa de nado del dia con el
antes y después del ultimo, para identificar si hay cambios significativos a lo largo del dia en las

variables seleccionadas.
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1.6 Hipotesis

La evaluacién del estado de salud general de Tursiops truncatus mediante biometria y quimica
sanguinea no mostrara cambios estadisticamente significativos del primer al Gltimo programa de

nado del dia.

Las concentraciones de enzimas musculares en Tursiops truncatus antes y después del primer y

ultimo programa de nado no tendran un cambio estadisticamente significativo.

Las concentraciones de dacido lactico en Tursiops truncatus tendran cambios estadisticamente
significativos pero clinicamente aceptables antes y después del primer y ultimo programa de nado,

debido al gasto de energia a lo largo del dia.

Los niveles de cortisol de Tursiops truncatus antes y después del primer y ultimo programa de nado
no mostraran un cambio estadisticamente significativo, de manera que no demuestre un efecto

acumulativo.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo general

Evaluar si los programas de nado actuan como actividades de enriquecimiento ambiental para
Tursiops truncatus, comparando los niveles de distintas variables antes y después del primer

programa del dia, junto con el antes y después del ultimo programa.

1.7.2 Objetivos particulares

e Evaluar el estado de salud general de Tursiops truncatus a través de la biometria y quimica
sanguinea en individuos problema y controles negativos antes del primer y ultimo programa

de nado del dia para determinar la influencia de la salud en los resultados experimentales.
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Evaluar los niveles de las enzimas asociadas al dafio muscular en individuos problema vy
controles negativos antes y después del primer y Gltimo programa de nado del dia, para

obtener la influencia de estos en la salud general de Tursiops truncatus.

Evaluar las concentraciones de acido lactico en individuos problema y controles negativos
antes y después del primer y ultimo programa de nado del dia, para obtener la influencia de

estos en la salud general de Tursiops truncatus.

Evaluar los niveles de cortisol en sangre en individuos problema y controles negativos antes
y después del primer y ultimo programa de nado del dia, para obtener la influencia de estos

en la salud general de Tursiops truncatus.

De acuerdo a los resultados obtenidos, establecer como se pueden mejorar los programas
de nado de Tursiops truncatus y que otras variables podrian estar modificAndose para

mejorar su bienestar.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Zona de estudio

El estudio se llevd a cabo en 5 delfinarios de la empresa Dolphin Discovery en el estado de Quintana
Roo, México: (1) Isla Mujeres (IM) 21214’4.31”N, 86244'30.03”0, (2) Puerto Aventuras (PA)
209230°1.12”"N, 87213’35.68"”0, (3) Cozumel (CZ) 20°26’38.96"N, 86°59’39.06"’0, (4) Maroma (MR)
20°43'27.99”N, 86°58’35.45”’0, (5) Akumal (AK) 20°25’55.89”N, 87°17°53.52”’0 (Figura 1).

Quintana Roo

Figura 1: Mapa donde se muestra la ubicaciéon de las cinco instalaciones de Dolphin Discovery Quintana Roo,
en donde se realizd el presente estudio. Imagen satelital de Google Earth.

2.2 Delfines

Se seleccionaron 15 delfines problema, cuatro delfines de las instalaciones de Isla Mujeres, Puerto
Aventuras, Cozumel, uno de Maroma y dos de Akumal de acuerdo a la facilidad de la toma de
muestra de sangre con cada uno. Como controles negativos se tomé a tres delfines, uno por
instalacidn, de Isla Mujeres, Puerto Aventuras y Cozumel, siendo aquellos individuos que pudieron

aislarse de 12 a 24 horas sin participar en programas de nado. La informacidn general de cada delfin
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correspondiente a localidad, sexo, edad, nacimiento en cautiverio o vida libre y tiempo en cautiverio

se obtuvo mediante el historial clinico de Dolphin Discovery.

2.3 Toma de muestras de sangre

La sangre se obtuvo de la aleta caudal de cada individuo muestreado. Se extrajeron cuatro muestras
de sangre de cada delfin con la ayuda de un catéter de mariposa. Dos de estas muestras se colocaron
en tubos vacutainers que contenian EDTA (1mg/ml) para evitar la formacion de coagulos, estos se
usaron para las biometrias sanguineas. Las otras dos muestras se tomaron en tubos vacutainers sin
coagulante para la separacion de suero, utilizado para la quimica sanguinea y niveles de cortisol, y
el plasma para las concentraciones de acido lactico. Las muestras se tomaron antes (T1) y después
(T2) del primer programa de nado, y antes (T3) y después (T4) del ultimo programa de nado del dia.
A los controles negativos se les tomaron muestras en el horario correspondiente al primer y ultimo

programa de nado del dia.

Las biometrias y quimicas sanguineas se realizaron en los laboratorios pertenecientes a Dolphin
Discovery, mientras que la evaluacién de cortisol se llevd a cabo en los laboratorios de Biotecnologia
Marina en CICESE. Los estudios para obtener la concentracién de dcido lactico en plasma se

realizaron en los Centros Quimicos de la ciudad de Playa del Carmen y Cancun, Quintana Roo.

2.4 Biometria sanguinea

Se realizaron dos hemogramas completos por delfin con las muestras de sangre en tubos con EDTA
(Trhall et al., 2012) antes del primer y Ultimo programa de nado del dia. Se determind la
concentracién de proteinas plasmaticas y el hematocrito segin Rangel-Martinez (2014) y Trhall et
al. (2012). A partir del valor del hematocrito, concentraciones de hemoglobina y el porcentaje de
eritrocitos se calcularon volumen celular medio (VCM), hemoglobina celular media (HCM) y la

concentracién celular media de hemoglobina (CHCM).

Para el conteo de glébulos rojos se utilizd el diluyente isoténico Hayen en concentracién 1:200
sangre:solucidn. Para los glébulos blancos se le aifadid el diluyente Turk para evidenciar los

leucocitos en concentracion 1:20 de sangre: solucién. Ambos conteos se llevaron a cabo mediante
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un microscopio compuesto (Olympus, CX21, Japdn) a 10x y 40x respectivamente, con la ayuda de
una cdmara Neubauer. Se realizé un frotis sanguineo contando 100 células para obtener el recuento
diferencial entre neutrdfilos, basdfilos, monocitos, eosindfilos y linfocitos utilizando el objetivo
100x. Cada parametro analizado se encuentra descrito de acuerdo a Dierauf y Gulland (2001) en el

Anexo |I.

2.5 Obtencion del Suero y Plasma

Los tubos vacutainer con coagulante para la quimica sanguinea, niveles de cortisol vy
concentraciones de acido lactico, se dejaron reposar de 20 a 40 minutos hasta notar la formacién
del coagulo. Posteriormente se centrifugd la muestra a 13,000 rpm por 30 minutos para notar la
separacion suero-plasma. Se observaba la muestra y de presentar fibrina, esta ultima se despegaba
y se centrifugaba de nuevo de 10 a 15 minutos (Proie, 2013). Por ultimo se extraia el suero y el

plasma con una micropipeta y se transferian a tubos cénicos (1.5 ml) por separado.

2.6 Quimica sanguinea y enzimas musculares

Al igual que la biometria hematica, la quimica sanguinea se realizd antes del primer y ultimo
programa de nado del dia, en individuos problema y controles negativos. Los metabolitos quimicos
aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcanila (ALKP) gamma
glutamil transpeptidasa (GGT), creatina quinasa (CK) y lactato deshidrogenasa (LDH) se analizaron
antes y después del primer y ultimo programa de nado del dia, para evaluar si existe una alteracién

significativa que indique cierto dafio muscular durante los programas de nado.

Se utilizé el autoanalizador IDEXX (Vet-Test, EEUU), y las laminillas correspondientes al equipo
(Equine Health Profile) para la determinacion de los parametros bioquimicos, enzimas musculares,
metabolitos, proteinas totales y glucosa. Para realizar el analisis se utilizé 1 ml de muestra de suero
de cada delfin correspondiente a cada programa de nado y se corrié en el programa de ganado de
carne por ser Bos taurus la especia evolutivamente mas cercana a los delfines del autoanalizador
IDEXX. Cada parametro analizado se encuentra descrito en el Anexo VI de acuerdo a Dierauf y

Gulland (2001).
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También se realizo la relacion albumina-globulina (A/G) dentro de la quimica sanguinea para
obtener un perfil mas completo sobre la salud general de cada individuo. Para obtener este
pardmetro se dividieron los valores de albumina entre los de globulina, siendo >1 por encima del

rango normal y <1 por debajo del rango establecido (Dierauf y Gulland, 2001; Fowler y Miller, 2003).

2.7 Concentracion de acido lactico

El andlisis para obtener las concentraciones de acido lactico se realizé con las muestras antes y
después del primer y ultimo programa, tanto en los individuos problema, como en los controles
negativos. El estudio se llevd a cabo en el Centro Quimico Playa del Carmen, Quintana Roo (Av. 30
Nte. Entre Calle 4 y 6, Lote 6-A, Colonia Centro y otra parte en el Centro Quimico de Cancun,
Quintana Roo (Av. Nichupté esquina Av. Chac Mool, Local 43, Plaza Soriana, ya que no se contaba
con el equipo en las instalaciones de Dolphin Discovery. Las muestras de plasma de los individuos

se mantuvieron en refrigeracion hasta su analisis.

2.8 Evaluacion del cortisol

Las muestras de suero para la evaluacién de los niveles de cortisol se tomaron antes y después del
primer programa y ultimo programa de nado con humanos en los individuos problema, mientras
que antes del primer y ultimo programa en los controles negativos. Las muestras se mantuvieron a

-80°C hasta su anlisis.

La concentracién de cortisol en suero se cuantificd mediante una prueba de ELISA, mediante el kit
comercial Cortisol ELISA (DRG, EEUU) para suero humano. Para poder utilizar el kit fue necesario
seguir con el protocolo de concentracion de esteroides descrito por Hany y colaboradores (1999),

debido a las bajas concentraciones de cortisol en suero de delfin.

Una vez concentradas todas las muestras, se siguid el procedimiento de ensayo de acuerdo al kit
Cortisol ELISA (DRG, EEUU). El ensayo incluye una curva de calibracidn utilizando valores estandares
con concentraciones de 1, 20, 50, 100, 200, 400, 800 ng/ml. Se dispensaron 20 pl de cada estandar,
control y muestras, ademas de 200 ul del conjugado de enzima en cada pocillo de la placa de ELISA

correspondiente. Se incubo durante 60 minutos a temperatura ambiente, se sacudié el contenido
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de los pocillos y se lavé cada pocillo tres veces con 400 pl de la solucién de lavado. Posteriormente
se agregaron 100 pl de la solucidn de sustrato a cada pocillo y se deja reposar durante 15 minutos.
La reaccién enzimatica se detuvo agregando 100 ul de la soluciéon “STOP” y en los siguientes 10

minutos se leyé la densidad dptica a 450 + 10 nm con un lector de microplacas.

Se realiz6 una curva de calibracién utilizando valores estandares del kit Cortisol ELISA (DRG, EEUU),
y se generd la linea de tendencia para obtener la ecuacién mediante la cual se transforman los
valores de absorbancia a concentraciones de cortisol (ng/ml) El resultado se dividio entre el factor

de correccion (1/9.02).

2.9 Analisis estadistico

En los resultados de biometria y quimica sanguinea, para determinar si habian diferencias
significativas antes del primer y ultimo programa a lo largo del dia se realiz6 una prueba t pareada
para los datos que fueron normales y para los datos que no tenian normalidad una prueba de rangos
Wilcoxon, con un nivel de significancia de 0.05, utilizando el programa estadistico R Studio (R Core
Team, 2017). Ademas se realizé un andlisis de componentes principales (PCA) en biometria
sanguinea para descartar alguna relacion de los resultados por encima o debajo del rango en cuanto

a la localidad, sexo y edad de los individuos.

En cuanto a enzimas musculares, acido lactico y cortisol, para determinar si habian diferencias
significativas entre el antes y después del primer y ultimo programa de nado se realizé un anlisis
de varianza (ANOVA) de una via para los datos que fueron normales y para los datos que no tenian
normalidad una prueba Kruskall-Wallis, y Tukey como prueba a posteriori, con un nivel de
significancia de 0.05, utilizando el programa estadistico R Studio (R Core Team, 2017). Los controles
negativos se realizaron analisis de pruebas t pareadas para datos normales y pruebas de rango
Wilcoxon para datos no normales ya que sélo se cuenta con dos valores de un mismo origen, antes
del primer y ultimo programa. Para llevar a cabo una evaluacién mas completa estas pruebas se
hicieron para el total de delfines, controles negativos, por instalacion, sexo, tres diferentes rangos
de edad, si nacié en cautiverio o en vida libre y el tiempo en cautiverio. Simbologia y significado

presentes en el Anexo Il.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Delfines

Un total de 18 organismos fueron utilizados para este estudio. 15 individuos fueron seleccionados

como organismos problema y 3 como organismos control (Tabla 1).

Tabla 1: Informacidn general de los delfines muestreados. Los delfines (-) se utilizaron como control negativo.
Origen C=Cautiverio, VL=Vida Libre, * Instalaciones cerradas, ** Individuos muestreados en el estudio de

Rangel-Martinez (2014).

No. Ejemplar Localidad Sexo | Edad | Origen | T. cautiverio
(afios) (afios)
1 Athos Isla Mujeres M 7 C 6
2 John Isla Mujeres M 6 C 6
3 Madonna** Isla Mujeres H 20 13
4 Picasso** Isla Mujeres M 23 VL 11
5 Athila** Puerto Aventuras M 9 C 9
6 Chaac Puerto Aventuras | M 31 VL 12
7 Jogo Puerto Aventuras M 13 C 13
8 Tatich** Puerto Aventuras | M 13 C 13
9 Apolo** Cozumel M 19 VL 16
10 Davinci** Cozumel M 11 C 11
11 Jupiter** Cozumel M 23 VL 13
12 Ramses** Cozumel M 9 9
13 Pakal Maroma* M
14 Elena Akumal* H
15 Cielo** Akumal* H 20 VL 14
16 Porthos (-) Isla Mujeres M 6 C 6
17 Shadia (-) Puerto Aventuras H 35 VL 22
18 Diego (-) Cozumel M 4 C 4

Fuente: Historial clinico Dolphin Discovery.

3.2 Biometria y quimica sanguinea

Los resultados se encuentran en el Anexo | y se compararon con los valores normales para delfines
T. truncatus en cautiverio de acuerdo a Dierauf y Gulland (2001). En las células rojas en la sangre
(CRS), el promedio del T1 de los individuos problema se encuentra dentro del rango y el T2 fuera del

rango. Ambos tiempos se encuentran dentro del rango en los controles negativos, y no hay
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diferencias significativas. Hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht), volumen celular medio (VCM),
hemoglobina celular media (HCM), concentracién de hemoglobina celular media (CHCM) se
encontraron dentro del rango en ambos tiempos tanto en individuos problema como controles
negativos y sin presentar diferencias significativas. HCM se salié por encima del rango en el T3 por
décimas, peroigual sin diferencias significativas. Leucocitos y neutréfilos se mantuvieron en el rango
en ambos tiempos en individuos problema y controles negativos, sin embargo, neutréfilos mostros
diferencias significativas entre los tiempos en los individuos problema (p=0.015 n=15). Los linfocitos
se mantuvieron en el rango en los individuos problema, y mostraron valores por encima del rango
en los controles negativos, sin presentar diferencias significativas. Los monocitos estuvieron por
debajo del rango en ambos tiempos en individuos problema y el T3 de los controles negativos, sin
diferencias significativas. Eosindfilos mostraron valores dentro del rango en individuos problema y
por debajo de este en controles negativos, sin diferencias significativas. El rango de sedimentacion
de eritrocitos (RSE) se mantuvo dentro de lo establecido en ambos tiempos, tanto en individuos
problema como controles negativos. Se encontraron diferencias significativas entre el T1 y T2 en

individuos problema (p=0.025 n=12).

El andlisis de componentes principales (ACP) demostré que no hay una relacién de los parametros
de biometria sanguinea en cuanto a la locacidn del delfinario, sexo y edad de los individuos

muestreados (Anexo ).

Las proteinas totales (PT), en promedio se encontraron dentro del rango en ambos tiempos en
individuos problemay controles negativos sin diferencias significativas. La albumina se encontré por
debajo del rango en los dos tiempos en individuos problema y controles negativos, presentando
diferencias significativas entre T1 y T3 en individuos problema (p=0.025 n=15). Por el contrario, las
globulinas se encontraron por encima del rango en ambos tiempos en individuos problema vy
controles negativos, sin diferencias significativas. La glucosa se encontré en el rango en ambos
tiempos para individuos problema y controles negativos, sin diferencias significativas. Nitrogeno
ureico en sangre (NUS), se encontré por encima del rango en el T3 en individuos problema,
mostrando diferencias significativas entre tiempos (p=1.02E-7 n=15). El T1 de individuos problema
y ambos tiempo de los controles negativos se encontraron dentro de lo establecido. La creatinina
estuvo por debajo del rango en el T3 en individuos problema, presentando diferencias significativas

(p=0.0003 n=15), mientras que el T1 de individuos problema y ambos tiempos de los controles
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negativos se encontraron dentro del rango. El calcio se mantuvo dentro del rango establecido en
ambos tiempos pero mostro diferencias significativas entre los tiempos de los individuos problema

(p=0.005 n=15) y en los controles negativos (p=0.03 n=3).

3.2.1 Relacién albumina-globulina (A/B)

Los resultados de la relacion albumina-globulina (Anexo 1) en individuos problema y controles da
valores por encima y debajo del rango normal establecido, 1. Sin embargo, el promedio de A/G da

Unicamente da valores por debajo del rango.

3.3 Enzimas asociadas a daino muscular

En los resultados presentes en el Anexo lll se pueden observar tanto aumentos como disminuciones
en los valores promedio entre los cuatro tiempos del muestreo. Sin embargo, al analizar los
resultados mediante analisis de varianza (ANOVA), no se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) en ninguna de las seis enzimas musculares analizadas entre el antes y después del primer

y ultimo programa de nado del dia.

Los promedios de enzimas musculares (Anexo Ill) indican que Alanina aminotransferasa (AST)
presentd valores por encima del rango en la mayoria de los analisis. AK y H en los cuatro tiempos
(T1-T4), y en la categoria 3 de las edades en el T1, T3 y T4, presentaron valores dentro del rango en
AST. En alanina aminotransferasa (ALT) se encontraron igual valores por encima del rango, menos
en el T3 de controles negativos (C-) y en los cuatro tiempos de AK, con valores dentro del rango. En
el caso de fosfatasa alcalina (ALKP) todos los valores estuvieron dentro del rango. Para gamma
glutamil transpeptidasa (GGT), T, My PAen T1, AK, I-Ay Hen T1y T2. CZ, VL, categorias de edad 2
y 3, y B obtuvieron valores dentro del rango normal, mientras que los demas tuvieron valores por
encima del rango. Creatina quinasa (CK) tuvo valores por debajo del rango, menos en T1 y T2 del
total, en ambos tiempos del control negativo, en los cuatro tiempos de IM, y enel T1, T2y T3 de I-
A, M, CV, categoria 1 de edad y A. Lactato deshidrogenasa, tuvo todos los valores por encima del
promedio en los cuatro tiempos. Los valores obtenidos se compararon con los valores normales

para delfines T. truncatus en cautiverio de acuerdo a Dierauf y Gulland (2001).
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3.4 Concentraciones de acido lactico

En la Figura 2 se puede observar un aumento del T1 a los demas tiempos, asi como una disminuciéon
del T3 al T4. Los valores que se salen del rango normal (0.7 - 2.1 mmol/L) son en mayoria de T3 y T4.
De acuerdo al ANOVA se presentaron diferencias significativas con baseal T1y T2 enel T, IM, CZ, I-

A, M, CV, VL, categorias de edad 1y 2, y B. VL y A tuvieron diferencias significativas del T3 al T4.

Figura 2: Medias y error estandar de las concentraciones de acido lactico antes del primer programa (T1),
después del primer programa (T2), antes del ultimo programa (T3) y después del ultimo programa de nado
del dia (T4). Las lineas rojas indican el rango promedio (0.7-2.1 mmol/L)

3.50

3.00

= iwﬁﬁl%lril

2.00 i

mmol/L

1.50 | r"fi""'

i 1
I I 1 1
1.00 | 1l 1 | |
|||

0.50 1

T C-) M PA CZ MR AK I-KA I-C M H CV VL 1 2 3 A B

HTl mT2 mT3 mT4

3.5 Niveles de cortisol en suero

En la Figura 3 se observa una disminucién del T1 al T4. El analisis estadistico muestra diferencias
significativas involucrando al T1 en cuanto a la disminucidn de los niveles de cortisol con los demas
tiempos en el T, IM, I-A, M, CV, edades 1, edades 2 y A (Anexo V ). Ninguna de los resultados hace

referencia a un aumento significativo de cortisol.
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Figura 3: Medias y error estandar de los niveles de cortisol antes (T1) y después del primer programa (T2),
antes (T3) y después del ultimo programa de nado del dia (T4).
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Capitulo 4 Discusion

4.1 Biometria y quimica sanguinea

La biometria y quimica sanguinea se realizé para obtener una evaluacién sobre el estado de salud
general de los individuos muestreados, mientras que el analisis estadistico para calcular si existe o
no un cambio estadisticamente significativo en los pardmetros a lo largo del dia y determinar si estos
influyen en las demas variables analizadas. De acuerdo a la informacidn obtenida se encontré un
aumento significativo en neutrdfilos que puede ser ocasionado por alguna condicién autoinmune,
un proceso inflamatorio, actividad fisica extenuante, representada por el mismo programa de nado
en si, e incluso por estrés (Dierauf y Gulland, 2001; Fowler y Miller, 2003). El rango de sedimentacién
de eritrocitos (RSE) presentd un aumento significativo de T1 a T3, el cual puede verse afectado por
un proceso inflamatorio (Dierauf y Gulland, 2001), qué igualmente podria ser ocasionado por la
actividad mediante los programas de nado. Sin embargo, en los valores individuales de neutréfilos
y el RSE, son minimos los individuos que presentan valores por encima del rango normal, ademas
de que las medias se encontraron en mayor parte dentro del rango, siendo poco probable que

influyan sobre las demas variables del estudio.

El aumento significativo encontrado en la albumina podria deberse a una leve deshidratacion por el
ejercicio que requiere el programa de nado, aunque en general los valores individuales no se
encontraban fuera de los rangos estandar, y la media se encontraba bajo el rango normal, lo cual
puede ser provocado por una mala alimentacién o algun problema gastrointestinal. El aumento
significativo en el nitrdgeno ureico en sangre (NUS) también pudo ser causado por una
deshidratacién (Dierauf y Gulland, 2001; Fowler y Miller, 2003), pero en el caso de las medias, se
encontraron en mayor parte dentro del rango normal establecido. La creatinina presenté una
disminucidn significativa de T1 a T3, sin embargo, ya que la creatinina es usada como indicador de
salud renal, y ninguno de los individuos muestra valores arriba de lo normal, queda descartado un
dafio renal severo (Dierauf y Gulland, 2001), y sus medias se encuentran dentro de lo normal. Por
ultimo, el calcio mostré una disminucidn significativa de T1 a T3 en el total de los individuos y en el
control negativo, lo cual podria deberse a un desequilibrio nutricional o malabsorcidn intestinal, sin

embargo las medias se encuentran todos dentro del rango normal, y sélo uno de los individuos
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presentd una baja en calcio fuera del rango, por lo que no debe estar involucrado con los resultados

de las demas variables.

La relacién albumina-globulina es importante, ya que ambas son los mayores constituyentes de las
proteinas en suero, y juegan un papel esencial en el proceso inflamatorio (Azab et al., 2013). En
promedio los valores de los individuos problema y controles negativos se encontraban por debajo
del ideal, pudiendo reflejar una sobreproduccién de globulinas como ocurre en enfermedades
autoinmunes, o una infraproduccién de albimina como sucede en la cirrosis. Las enzimas
musculares se relacionan con la salud hepatica, por lo que estos valores podrian estar influyendo en

los resultados, o viceversa.

Lo anterior demuestra posibles casos subclinicos, para lo que serian necesarios estudios mas
especificos e individualespara un diagnostico concreto, y definir si estos afectan los resultados de
las demds variables. Sin embargo, la salud general de los individuos de acuerdo a los demds
pardmetros de biometria y quimica sanguinea no se ve afectada a lo largo de los programas de nado

del dia.

Los promedios de los parametros por encima y por debajo de los rangos normales establecidos por
Dierauf y Gulland, (2001) indican en general cierto dafio hepatico, algln tipo de anemia, procesos
inflamatorios, deshidratacién e infecciones, siendo todos casos tratables para mejorar la salud

general de los individuos.

4.2 Enzimas asociadas a daino muscular

Se evaluaron estadisticamente los niveles de las enzimas asociadas a dafio muscular para calcular si
existen o no diferencias significativas a lo largo del dia y determinar si hay repercusiones a la salud
de T. truncatus al llevar a cabo las actividades que constituyen los programas de nado. De acuerdo
al analisis estadistico no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las enzimas
musculares a lo largo del dia, demostrando que no hay una alteracidon acumulativa significante en
las enzimas musculares a lo largo del dia durante los programas de nado de los delfines de Dolphin

Discovery.
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Aunque no hubiera diferencias significativas en ninguna de las enzimas asociadas a dafio muscular,
las enzimas en promedio presentaron valores por encimay debajo del rango normal, que de acuerdo

a Dierauf y Gulland, (2001), esto da lugar a los siguientes diagndsticos:

Los valores por encima del rango en aspartato aminotransferasa (AST) indican enfermedades en el
higado, dano en el musculo esquelético y enfermedades al corazdén. En el caso de la alanina
aminotransferasa (ALT), enfermedades en el higado, parasitismo, e infecciones. Gamma glutamil
transpeptidasa (GGT), presento elevaciones fuera del rango indicando posibles enfermedades en el
higado, como la enfermedad hepatica constructiva, colestasis, cirrosis, ademas de heridas en el
musculo esquelético. La creatina quinasa (CK) mostro valores por debajo del rango, lo cual no
representa una alteracién importante. Por ultimo, los valores obtenidos de lactato deshidrogenasa
(LDH) estuvieron todos por encima del rango normal, indicando una posible necrosis del musculo
esquelético, enfermedades pulmonares, enfermedades hepaticas del miocardio y del sistema

nervioso central o intestinal.

Segln Fauquier y colaboradores (2008) AST, ALT GGT y LDH llegan a sus maximos tras 6-24 horas de
actividad, tardando dias en volver a su nivel normal, en especial LDH, quien tarda de 5 a 6 dias en
estabilizarse. En esta situacion también podria tratarse de una acumulacién en la concentracion a
causa de la constante actividad (6 dias a la semana, aproximadamente 7 horas al dia), ademas de la
falta de reposo entre programas para volver a los valores estandar. Los casos subclinicos detectadas
dentro de los pardmetros de biometria y quimica sanguinea también podrian estar influyendo, pero

se requiere de estudios mas especificos para un diagnostico concreto.

4.3 Concentraciones de acido lactico

Las evaluaciones de las concentraciones de cortisol en sangre se llevaron a cabo para determinar si
hay o no un aumento en la produccion de energia de los musculos a lo largo del dia, y si estos podrian
estar afectando la salud general de T. truncatus. Encontrando que en vida libre la concentracion de
acido en plasma registrada de T. truncatus en reposo es de 1.10+0.1 mmol I-1 (Williams et al., 1999),
mientras que nadando a 2.1 m/s los machos llegan a los 11.3 mmol/Ly a 13.6 las hembras (Williams

et al., 1993), mientras que en cautiverio, los valores normales registrados por la empresa Dolphin
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Discovery van de los 0.7 a 2.1 mmol/L. Los individuales valores obtenidos en las concentraciones de
acido lactico del presente estudio van desde los 0.5 a los 4.6 mmol/L, los valores por encima del
rango en cautiverio no sobrepasan por mucho a 2.1 mmol/L como rango normal, y mucho menos

los 11.3-13.6 mmol/L en vida libre.

De acuerdo al analisis estadistico se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05) en cuanto a un
aumento de las concentraciones a lo largo del dia. Es esperado ver este aumento debido al gasto de
energia. En condiciones, el musculo tiene acceso a oxigeno suficiente, transformando el piruvato en
lactato para continuar con la produccién de energia. El que aumenten los niveles de lactato puede
provocar un aumento en la acidez de las células musculares, ademds de interrupciones de
produccién de otros metabolitos. Las mismas vias metabdlicas que permiten el desglose de la
glucosa a energia funcionan pobremente en un ambiente acido. A simple vista, parece
contraproducente el hecho de que un musculo en trabajo produciria algo que disminuiria su
capacidad para realizar mas trabajo. En realidad este es un mecanismo de defensa, ya que evita
dafios permanentes durante el esfuerzo extremo al retardar los sistemas clave que se necesitan
para mantener la contraccion muscular. Una vez que el cuerpo va mas despacio, el oxigeno vuelve
a estar disponible y el lactato vuelve a piruvato, lo que permite el metabolismo aerébico continuoy

la energia para la recuperacion del cuerpo (Roth, 2006).

4.4 Cortisol en suero

Se midieron los niveles de cortisol en suero debido a que a qué es uno de los mecanismos mas
sencillos y acertados al momento medir la inmunosupresién del estrés (Moberg, 1985). El andlisis
estadistico se hizo para determinar si hay alglin aumento significativo a lo largo del dia, que podria

estar indicando un efecto acumulativo de estrés a lo largo del dia.

Los resultados de cortisol registrados en el Anexo V estuvieron por debajo del promedio reportado
para T. truncatus, siendo de 0.6-3.6 pg/dl, en varias edades, como en ambos sexos (Dierauf y
Gulland, 2011; Proie, 2013), esto pudo ser debido a que el cortisol en suero de delfines es
complicado de detectar en una prueba poco sensible como lo es el ensayo ELISA (Proie, 2013). Por
lo mismo fue necesario concentrar la muestra dos veces, siendo necesaria la division entre el factor

de correccidn. Articulos como el de Monreal-Pawlowsky y colaboradores (2017) indican el uso de la
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técnica ELISA para medir cortisol en saliva, obteniendo niveles bajos, por debajo del promedio, por
lo que es importante tomar en cuenta la precisién del kit para cada tipo de muestra (suero, plasma,

orina, saliva, etc.), asi como el método de muestreo (Proie, 2013).

Antes de las pruebas de ELISA se utilizaba la técnica RIA, la cual es mas sensible y confiable, teniendo
como diferencia significativa que la etiqueta no es una enzima, sino un isétopo radioactivo vy el
anticuerpo unido se mide mediante un contador gamma. Es un ensayo altamente sensible y
confiable que se presta a la automatizacidn. Sin embargo, no pudimos utilizar esta técnica debido al

costo del equipo y el riesgo para la salud al trabajar con radioisétopos.

Aun obteniendo concentraciones por debajo del promedio registrado fue posible determinar si
existen o no diferencias significativas a lo largo del dia. De acuerdo a las medias de los resultados en
la Figura 3, el nivel en T1 es casi siempre mas alto que los demas tiempos, esto debido a que la
secreciéon de hormonas como el cortisol presentan un ciclo circadiano en mamiferos (Dierauf y
Gulland, 2001). En el caso de T. truncatus, siendo una especie diurna muestra concentraciones mas
altas durante la mafiana que van disminuyendo a lo largo del dia (Dierauf y Gulland, 2001; Suzuki et
al.,, 2003). EIl ANOVA muestra diferencias estadisticamente significativas relacionadas con la
disminucién después del T1. Ninguno de los resultados fue significativo en cuanto a algin aumento

en la concentracién (Tabla 3).

En base a las medias, se presentaron unos casos en donde aumenté la concentracién, tal fue el caso
de MR del T1 a T4, siendo un Unico individuo muestreado en esta instalacién no fue posible hacer
una prueba para demostrar si el incremento fue significativo. Las categorias MR, I-C, H muestran un
aumento en sus medias del T1 al T2, que puede deberse a actividad repentina después del descanso,
ademas de la baja cantidad de individuos para cada categoria. También IM e I-A muestran un
aumento en las medias del T2 al T3. Es importante recordar que hay un programa de nado entre los
dos programas muestreados, ademas de que el nimero de personas que participan con los delfines
en cada programa de nado no es el mismo, aumentando o disminuyendo el nimero de actividades

a realizar por individuo.

Los resultados indican que no hay un efecto mesurable sobre el bienestar de los delfines

independientemente de edad, sexo, tiempo de captura o tipo de acuario y que el nivel de ejercicio
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es inferior al medido en circunstancias naturales. Los tiempos experimentales son demasiado
cortos. El protocolo se deberd convertir en una medicién periddica para determinar si los

diagndsticos subclinicos detectados tienen efectos a largo plazo en la salud de los delfines.
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Capitulo 5. Conclusiones

La biometria y quimica sanguinea mostraron cambios estadisticamente significativos antes del
primer y ultimo programa de nado del dia, indicando posibles subclinicos que podrian estar
influyendo directamente en los resultados de los demds pardmetros, asi como en la salud a largo

plazo de los individuos.

No hay una alteracidon acumulativa significante en las enzimas asociadas a dafio muscular antes y

después del primer y Ultimo programa de nado del dia.

Hay un aumento significativo en las concentraciones de acido lactico antes y después del primer y

ultimo programa de nado del dia, el cual es esperado debido al gasto de energia.

Las concentraciones de cortisol en suero presentaron una disminucidon estadisticamente
significativa del antes del primer programa a los demas programas de nado, por lo que no hay un

efecto acumulativo en cortisol a lo largo del dia.

De acuerdo a los analisis realizados de enzimas musculares, acido lactico y concentraciones de
cortisol, los programas de nado de los delfines de Dolphin Discovery, Quintana Roo no ocasionan

dafio muscular ni estrés.
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Capitulo 6. Recomendaciones

Tomar en cuenta otras variables para obtener una evaluacion mas completa sobre el bienestar de
T. truncatus en cautiverio, cémo la calidad del agua, alimentacién, contaminacidn por ruido, metales

pesados, espacio y grupos sociales.

Estudios etoldgicos para complementar y correr paralelamente con estudios de valores fisioldgicos.

Estudios mas especificos para los casos subclinicos detectados por biometria y quimica sanguinea.

En caso necesario, tratar a los individuos afectados.

Llevar a cabo terapia hepatica para observar si hay cambios a largo plazo en los pardmetros de
biometria y quimica sanguinea, con el fin de evitar procedimientos invasivos como ultrasonidos,

endoscopias y biopsias.

Estudios comparativos con mas tiempo de por medio, como al inicio y final de temporadas altas y

bajas.

Modificar los tiempos o frecuencias de los programas de nado para descartar un impacto directo en

la disminucion de los pardmetros analizados, evitando la generacidon de animales subclinicos.

En caso de usarse el mismo kit Cortisol ELISA (DRG, EEUU) para futuros estudios se recomienda

concentrar la muestra de suero mas de dos veces en base al protocolo de Hany et al. (1999).
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Biometria y quimica sanguinea

Tabla 2: Pardmetros de biometria y quimica sanguinea

Parametro

Definicidn

Repercusiones a la salud

Células sanguineas
rojas (CSR)

Numero de células rojas en la sangre.

+ Anemia

* Deshidratacion
Policitemia

Hemoglobina (Hb)

Le da su color a las células rojas y lleva
el oxigeno de los pulmones a las
células.

+ Anemia

f Policitemia

Hematocrito (Ht)

Mide el porcentaje de células rojas en
un volumen estandar de sangre

+ Anemia

indices de células
rojas
(VCM, HCM, CHCM)

Proveen informacién detallada del
volumen y el contenido de
hemoglobina de las células sanguineas
rojas y también son usados para
determinar tipos de anemia:

e VCM: El volumen celular
medio mide el volumen
promedio de células rojas.

e HCM: La hemoglobina celular
media mide el peso del
promedio de células rojas.

e CHCM: La Concentracion de
hemoglobina celular media
mide el peso de Ia
hemoglobina en un volumen
estandar de sangre.

VCM bajo: anemia microcitica
VCM normal: anemia normocitica
VCM alto: anemia macrocitica

CHCM bajo: anemia hipocrémica
CHCM normal: anemia normocrémica
CHCM alto: anemia hipercrémica

e  Normocitica, Normocrémica
Inflamacion crénica
Deficiencias endocrinas
Enfermedades crdnicas renales
Médula ésea aplasica e hipoplasica
Intoxicaciéon por plomo
Deficiencia de vitamina B12

e  Macrocitica, Hipocromica
Anemia regenerativa

e  Macrocitica, Normocrémica
Anemia regenerativa
Deficiencia de folato

e  Microcitica,

Normocromica,

Hipocrémica
Deficiencia crdnica de hierro
Anemia por enfermedad crénica

Conteo de células
sanguineas blancas
(CSB)

Mide el nimero de células blancas en
la sangre. Protegen contra infecciones
y alergias.

+ Supresion sistema inmune

Estrés
Infecciones después de ejercicios

Neutrofilos,
linfocitos, monocitos,
eosindfilos, basofilos

Son los diferentes tipos de células
blancas en la sangre.

+ Alteraciones en el sistema inmune

Rango de
sedimentacion de
Eritrocitos (RSE)

Es el rango en que las células rojas se
sedimentan en el periodo de una
hora.

¢ Enfermedades inflamatorias
Incremento de fibrinégeno en plasma

* Deshidratacion

Fuente: Dierauf y Gulland (2001)
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Continuacion Tabla 2: Pardmetros de biometria y quimica sanguinea.

Parametro

Definicion

Repercusiones a la salud

Proteinas totales

Mide diferentes proteinas,
albumina siendo el tipo
abundante en sangre.

con
mas

Hipoalbuminemia
Desnutricidn
Enteropatia con pérdida de proteinas (EPP)

Deshidratacién
Shock

La albumina es una de las proteinas
gue mas se encuentra en la sangre,

Mala alimentacion
Enfermedades renales
Enfermedades gastrointestinales

importante en el metabolismo.

Almacenamiento de glucégeno

Estrés, emocidn, anoxia

Obesidad
Hipertiroidismo/hiperpituitarismo
Glucocorticoides endégenos

Albumina cuya produccion depende l (parasitos, mala digestion, EPP)

Unicamente de la funcién hepatica y

de una nutricion adecuada. T Deshidratacion
Shock
Neonatos precolostrales

. , Inmunodeficiencia adquirida de estados de
La globulina es una proteina cuyas (-
. . enfermedad crénica
concentraciones se determinan
. restando la albumina sérica total de . .
Globulinas , . Enfermedades inflamatorias agudas
la proteina del suero. Las globulinas " .
. . Hepatitis activa
se dividen en globulinas alfa (1y 2), .
beta (1y 2) y gamma Neoplasia
yelye ’ Dermatopatias supurativas

Sindrome nefrético
Enfermedades sistematicas
Neoplasia
Mala alimentacién
Inanicion
Hiperinsulinismo

Carbohidrato, y azlcar simple mds |l Cirrosis hepatica

Glucosa

Nitrégeno ureico en
sangre (NUS)

Producto de desecho obtenido de la
descomposicién de proteinas en el
higado y excretado por los rifiones.

Falla del higado
Inanicién

Azotemia pre-renal, incluyendo:
4 o Deshidratacion
e Insuficiencia cardiaca
e  Shock
e Hemorragia gastrointestinal
e Dieta alta en proteinas
Azotemia renal
Azotemia pos-renal, incluyendo:
e  Obstrucciéon del tracto urinario
inferior y/o ruptura del tracto urinario
inferior
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Continuacion tabla 2: Parametros de biometria y quimica sanguinea

Parametro Definicion Repercusiones a la salud
Azotemia pre-renal, incluyendo:
4 « Deshidratacion
e Insuficiencia cardiaca
. e  Shock
. Usado para evaluar las funciones de .
Creatinina Azotemia renal

los rifiones. Indicador de salud renal.

Azotemia pos-renal, incluyendo:
e  Obstruccién del tracto urinario
inferior y/o ruptura del tracto urinario
inferior

Total bilirrubina

Determinar la funcién del higado

Enfermedades en el higado

Destruccién acelerada de eritrocitos
Alteracion del flujo biliar en el conducto
biliar comun

Los niveles pueden aumentar o
disminuir por enfermedades de los

Hipoalbuminemia

Alcalosis
Hipoparatiroidismo
Desequilibrios nutricionales
Eclampsia

Calcio huesos o enfermedades glandulares. \ Malabsorion intestinal
También son utiles para evaluar la
funcién de los rifiones. Deshidratacion
Hipoadrenocorticismo
Lesiones dseas osteoliticas
Hipercalcemia de neoplasia
. . L. + Cirrosis hepatica
Enzima citoplasmatica y
mltoc.ond.rllal que cataliza la Enfermedades del higado, incluyendo:
Aspartato deaminacién de aspartato para .
. e Necrosis hepatocelular
aminotransferasa | formar oxalacetato que puede entrar e Neoplasia
(AST) al ciclo de Krebs. ,p.
e  Parasitos
Dafio en el musculo esquelético
Enfermedades del corazén
y Cirrosis hepatica
Alanina E|"12|ma catalizadora que transforma Enfermedades en el higado, incluyendo:
. piruvato y glutamato. .
aminotransferasa e Infecciones
(ALT) e Parasitismo

Especifica del higado en T. truncatus.

e Neoplasia
e Trauma

Fosfatasa alcanina
(ALKP)

Grupo de enzimas situadas en la
membrana celular que intervienen
en diferentes procesos fisioldgicos.

Niveles altos en delfines jévenes en
crecimiento.

Hipotiroidismo

Disminucién de actividad osteoblastica
Posible endotoxemia

Inanicion

Enfermedades en el higado, incluyendo:
e  Cirrosis hepatica
e Hepatitis

Enfermedades en los huesos
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Continuacion tabla 2: Parametros de biometria y quimica sanguinea

Parametro

Definicion

Repercusiones a la salud

Gamma glutamil
transpeptidasa
(GGT)

Clave en la sintesis y degradacién de
glutation para formar cisteina y asi
preservar la homeostasis intracelular
del estrés oxidativo.

Enfermedades en el higado,

incluyendo:
e Enfermedad hepdtica constructiva
primaria
e  Colestasis
e  Cirrosis

Heridas en el musculo esquelético.

Creatina quinasa

Enzima especifica del musculo, ya que
permite la contraccidn del musculo
mediante la fosforilacion de adenosin
dinofosfato (ADP) desde

Dafio en el musculo esquelético
Enfermedad del sistema nervioso central
Manejo del estrés

(CK) fosfocreatina.
Pequerios golpes e incluso inyecciones
provocan aumentos detectables.
Necrosis o degeneracion del musculo
. . - . esquelético
Lactato Enzima citoplasmatica que cataliza la q . .
. s . Inyecciones intramusculares
deshidrogenasa | conversion del piruvato a lactato al
) . Enfermedades pulmonares
(LDH) final de la glucolisis.

Enfermedades hepaticas del miocardio,
sistema nervioso central o intestinal.

Fuente: Dierauf y Gulland (2001); Rangel-Martinez (2014)
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Tabla 4: Resultados de quimicas sanguineas. El color rojo indica los valores por encima del rango normal y el
color amarillo aquellos por debajo del rango normal.

Proteinas Albumina Globulina Glucosa BUN Creatinina Bilirrubina Calcio
Locacion | Ejemplar | Programa | totales (6-7.8 (4.3-5.3 (1.3-2.5 (90-170 (42-58 (1-2 total (0.1-0.2 (8.5-10
g/dl) g/dl) g/dl) mg/dI) mg/dI) mg/dI) mg/dI) mg/dI)
M ATHOS T1 6.7 3.1 116 54 0.8 0.1 10.1
T3 7.2 3.5 85 0.7 0.1
M JOHN T1 6.4 3.1 100 1 0.1
T3 6.6 33 0.6 0.1
M MADONNA T1 6.6 3.2 1.2 0.1
T3 6.6 3.3 0.9 0.1
T1 6.3 3.1 1.2 0.1
IM PICASSO
s 64 35 28| 08 01
PA ATILA T1 5.4 2.9 2.5 106 46 1.3 0.1 9.1
T3 5.8 2.9 - 0.9 0.1 6.6
PA CHAAC T1 6.4 2.9 1.3 0.1 9.1
T3 6.1 2.8 - 0.9 0.1 8.7
PA 10GO T1 5.9 3.2 1.3 0.1
T3 6.2 2.9 0.9 0.1 8.7
PA TATICH T1 6.2 2.8 1.2 0.1 8.9
T3 5.8 2.8 0.7 0.1 9
cz APOLO T1 6.9 3 1.6 <0.1 9.6
T3 7.1 3.2 1.1 <0.1 9.3
o DAVINCI T1 6.3 2.8 1.3 <0.1 9.8
T3 6.1 2.9 0.9 <0.1 9.3
. . . <0.
z JUPITER T1 6.7 2.8 1.5 0.1 9
T3 7.2 3.3 1.1 <0.1 9.1
T3 6.6 2.9 1.2 <0.1 9.1
MR PAKAL T1 5.7 2.6 1.4 0.1 9.2
T3 5.9 2.6 1 0.1 8.8
AK ELENA T1 5.3 2.6 1.4 0.1 9.3
T3 5.2 2.7 0.9 0.1 8.7
AK CIELO T1 6.4 3 1.5 0.1 9.2
T3 6.4 3.3 0.9 0.1 8.6
IMC(-)  PORTHOS T1 6.1 2.9 1 0.1
T3 6.3 3.1 0.9 0.1
T1 6.7 1 1.9 0.1 9.6
PA C(-) SHADIA 3
T3 6.3 3 1.5 0.1 9.3
czcl) DANIEL T1 6.1 2.9 1 <0.1 9.6
T3 5.9 2.9 0.8 <0.1 9.4
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Tabla 5: Medias y pruebas de T pareadas de biometria sanguinea. Nivel de significancia p<0.05. Los casos

donde no se muestra el t-value indican un analisis no paramétrico. Los resultados significativos se muestran

en negritas.

Biometria sanguinea

Pardmetro Media T1 Media T3 p Valor de t
CSR 3.29 2.25 0.306 0.517
(C-) 3.06 3.22 0.311 -0.576
Hb 13.78 13.66 0.275 0.612
(C-) 13.23 12.8 0.119 1.664
Ht 40 40.13 0.412 -0.225
(C-) 39 36.33 0.078 2.218

VCM 122.55 123.59 0.405 -0.244
(C) 127.67 111.64 0.209 1.008
HCM 42.3 42.23 0.126
(C-) 43.12 37.63 0.147 1.403
CHCM 34.49 34.11 0.205 0.84
(C-) 33.81 35.66 0.137 -1.491

Leucocitos 5265 5620 0.097 -1.36
(C-) 5616.66 5741.66 0.443 -0.162

Neutrdfilos 3291.86 3852.46 0.015 -2.39
(C-) 3358.33 3573 0.3102 -0.58

Linfocitos 1252.2 1076.66 0.097 1.361
(C-) 1792 1693.25 0.885

Monocitos 78.26 94.06 0.252 -0.685
(C-) 148.16 114.83 0.28 0.691

Eosindfilos 612.13 597.73 0.404 0.245
(C-) 318 360.58 0.189 -1.123
ESR 6.33 8.66 0.025
(C-) 9.66 11.66 0.5
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Tabla 6: Medias y pruebas de T pareadas de quimica sanguinea. Nivel de significancia p<0.05. Los casos donde
no se muestra el t-value indican un analisis no paramétrico. Los resultados significativos se muestran en

negritas.

Quimica sanguinea

Parametro Media T1 Media T3 p valor de t
Proteinas totales 6.28 6.34 0.2 -0.856
(C-) 6.3 6.16 0.264 0.755
Albumina 2.94 3.06 0.025 -2.134
(C-) 2.96 3 0.37 -0.377
Globulina 3.33 3.28 0.252 0.684
(C-) 3.33 3.16 0.099 1.889
Glucosa 97 95.13 0.317 0.485
(C-) 114.66 110.66 0.258 0.779
BUN 51.6 59.86 1.02E-07 -9.385
(C-) 50 53 0.06 -2.598
Creatinina 13 0.9 0.0003
(C-) 1.3 1.06 0.059 2.645
Calcio 9.83 9.2 0.005
(C-) 9.93 9.6 0.03 3.779
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Tabla 9: Relacion entre los individuos muestreados (positiva o negativa) mediante ACP.
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Individuo [ cp1 cp2 CP3 CP4 CP5 CP6 cP7 CP8 cP9 | cp10 | cpil
1 0.770 | -0.061 | 1.414 | 0.013 | -0.122 | -0.206 | 0.854 | 1.346 | -1.459 | -1.012 | -0.064
2 -0.326 | 1.270 | -0.141 | -0.683 | -1.463 | 0.405 | 1.467 | 0.752 | -0.063 | -1.995 | 0.079
3 -0.265 | -0.067 | -0.067 | 0.316 | 1.987 | -1.356 | 0.679 | -1.641 | -1.358 | -0.688 | -0.175
4 0.456 | 0.481 | 0.830 | 0.881 | 1.270 | 1.439 | -1.343 | 0.322 | 1.235 | -1.450 | -0.934
5 0.398 | 1.530 | 1.281 | 0.770 | -0.700 | 0.352 | 0.135 | -1.162 | -0.039 | 0.785 | -1.307
6 0.723 | -0.988 | 0.741 | -0.328 | -1.588 | 0.362 | -1.112 | -0.940 | 0.332 | 0.913 | -0.028
7 -0.308 | -0.204 | -0.663 | -1.201 | -0.124 | 0.404 | -2.192 | 0.415 | -2.462 | -0.113 | 0.039
8 0.011 | -1.489 | -1.104 | 2.098 | -1.081 | -0.257 | 0.765 | 0.299 | 0.093 | 0.036 | -0.870
9 0.265 | -0.625 | 0.427 | -1.090 | -0.664 | 0.791 | 0.322 | -0.096 | 0.753 | 0.081 | 1.871
10 -0.581 | 0.275 | -1.602 | 0.878 | 0.175 | -0.297 | -1.396 | 0.460 | 0.959 | -1.044 | 1.067
11 0.384 | -1.659 | 0.164 | 0.685 | 0.768 | 0.050 | 0.948 | 0.509 | 0.037 | 0.273 | 1.316
12 0.033 | 0.804 | 0.409 | 0.246 | -0.046 | -0.292 | 0.336 | -0.197 | -0.633 | 1.158 | 1.178
13 -0.257 | 1.296 | -0.553 | 1.387 | -0.842 | -0.775 | -0.572 | -0.563 | -0.293 | 0.571 | 0.769
14 -1.160 | -0.076 | -1.738 | -1.275 | -0.362 | 0.183 | 0.869 | 0.081 | 0.218 | 0.639 | -1.747
15 0.047 | -1.458 | 0.016 | -0.431 | 0528 | 1.357 | 0.188 | -1.333 | -0.041 | -0.314 | -0.756
16 -0.169 | 0.359 | 0.110 | -1.502 | 0.377 | -1.408 | 0.128 | -1.321 | 1.571 | -0.537 | 0.453
17 -0.635 | 1.040 | -0.261 | -0.103 | 1.603 | 1.471 | 0.636 | 1.196 | 0.298 | 1.929 | 0.276
18 0.613 | -0.426 | 0.737 | -0.664 | 0.286 | -2.223 | -0.713 | 1.872 | 0.854 | 0.769 | -1.167
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Tabla 10: Relacién albumina-globulina. Los valores por debajo del valor ideal (1) se encuentran en amarillo,

aquellos encima de este, en rojo.

Locacién | Ejemplar |Programa| A-G Locacién | Ejemplar |Programa| A-G
T1 0.861 T1 0.824
IM ATHOS cz DAVINCI
T3 0.946 T3 0.906
T1 0.939 T1 0.737
IM JOHN cz JUPITER
T3 1.000 T3 0.846
IM MADONNA n 0.914 Ccz RAMSES n 0.750
T3 1.000 T3 0.784
T1 1.000 T1 .
IM PICASSO MR PAKAL 0.835
T3 F T3 0.788
T1 T1
PA ATILA AK ELENA 0.963
T3 1.000 T3 | 1.080
T1 0.829 T1 .
PA CHAAC AK CIELO 0.882
T3 0.848 T3
71 a4 | T1 0.906
PA IM (C- PORTH
1060 T3 0.879 (C-) PORTHOS T3 0.969
T1 0.824 T1 0.861
PA TATICH PA (C-) SHADIA
T3 0.933 T3 0.909
T1 0.769 T1 0.906
(o4 APOLO CZ(C-) DANIEL
T3 0.821 T3 0.967

Tabla 11: Medias de la relacién albumina-globulina (A/G).

Medias A/G

Individuos problema

0.918

Control negativo

0.920
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Tabla 12: Simbologia y significado para el analisis estadistico correspondiente a enzimas musculares, acido

lactico y cortisol.

Delfines

Clave Significado
T Total delfines de todas las instalaciones
C(-) Controles Negativos
M Isla Mujeres
PA Puerto Aventuras
Ccz Cozumel
MR Maroma
AK Akumal
I-A Instalaciones Abiertas (IM, PA, CZ)
A-C Instalaciones Cerradas (MR, AK)
M Machos
H Hembras
cv Nacido en cautiverio
VL Nacido en vida libre

1-9 afios de edad

10-19 afios de edad

20 o mas afios de edad

1 a 10 afios en cautiverio

W (> WN |-

11-20 afios en cautiverio
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Enzimas musculares

Tabla 13: Resultados de enzimas asociadas a dafio muscular. El color rojo muestra los valores por encima del
rango normal, mientras que el color amarillo aquellos por debajo del rango.

T1|T2|T3‘T4

T1|T2|T3|T4

Tl‘T2|T3‘T4

Locacién Ejemplar
Athos
John
IM
Madonna
Picasso
Atila
Chaac
PA
Jogo
Tatich
Apolo
Davinci
Ccz
Jupiter
Ramses
MR Pakal
Elena
AK
Cielo
IM Porthos C(-)
PA Shadia C(-)
CZ Diego C(-)

AST (190-300 U/L)

ALT (28-60 U/L)

ALKP (300-1300 U/L)

829 866 921 909
925 931 992 1019
389 354 412 406
532 539 554 488
523 522 512 526
359 324 344 325
572 576 563 553
384 366 460 433
449 367 425 382
392 338 383 348
329 240 343 286
432 377 451 375
367 341 350 340
778 702 702 674
314 291 319 308
542 525

343 343

869 841




53

Continuacion Tabla 13: Resultados de enzimas asociadas a dafio muscular. El color rojo muestra los valores
por encima del rango normal, mientras que el color amarillo aquellos por debajo del rango.

T1 | T2 | T3 | T4 T1 | T2 | T3 | T4 T1 | T2 | T3 | T4
Locacion | Ejemplar GGT (30-50 U/L) CK (100-250 U/L) LDH ( 350-500 U/L)
Athos 197 183 145 154
" John 139 125 128 122
Madonna 115 102 97 103
Picasso 156 143 129 135
Atila 102 106 101 114
oA Chaac 101 93 79 83
Jogo 80 83 80 85
Tatich 112 130 117 83
Apolo 71 68 74 69
- Davinci 114 105 100 99
Jupiter 62 55 62 80
Ramses 120 97 85 89
MR Pakal 98 83 80 92
AK Elena 83 81 47 81
Cielo 51 51 52 51
M Porthos C(-) 128 131
PA Shadia C(-) 82 74
CZ Diego C(-) 235 217
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AST
800
700
600
500

<
S 400

300
200
100

0

T C-) M PA CZ MR AK I-A I-C M H Cv VL 1 2 3 A B

HTl mT2 mT3 mT4

Figura 10: Medias y error estandar de los niveles de aspartato aminotransferasa (AST), antes del primer
programa (T1), después del primer programa (T2), antes del ultimo programa (T3) y después del ultimo
programa de nado del dia (T4).

ALT
160
140
120
100
80

60

40

20 ‘
0

T C-) ™M PA CZ MR AK I-A I-C M H v VL 1 2 3 A B

u/L

HTl mT2 mT3 mT4

Figura 11: Medias y error estandar de los niveles de alanina aminotransferasa (ALT), antes del primer
programa (T1), después del primer programa (T2), antes del ultimo programa (T3) y después del ultimo
programa de nado del dia (T4).
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ALKP

800
700
600
500

=

> 400
300
200
100

T C-) M PA CZ MR AK I-A I-<C M H Cv VL 1 2 3 A B

HTl mT2 mT3 mT4

Figura 12: Medias y error estandar de los niveles de fosfatasa alcanina (ALKP), antes del primer programa (T1),
después del primer programa (T2), antes del ultimo programa (T3) y después del ultimo programa de nado
del dia (T4).

GGT

90
80
70
60
50 T

u/L

40
30
20
10

T C-) ™M PA CZ MR AK I-A I-C M H Ccv VL 1 2 3 A B

HTl mT2 mT3 mT4

Figura 13: Medias y error estandar de los niveles de gamma glutamil transpeptidasa (GGT) antes del primer
programa (T1), después del primer programa (T2), antes del ultimo programa (T3) y después del ultimo
programa de nado del dia (T4).
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CK
180
160
140
120

100

u/L

80

60

40

20

T C-) ™M PA CZ MR AK KA I-C M H Cv VL 1 2 3 A B

Tl mT2 mT3 mT4

Figura 14: Medias y error estandar de los niveles de gamma creatina quinasa (CK), antes del primer programa
(T1), después del primer programa (T2), antes del ultimo programa (T3) y después del ultimo programa de
nado del dia (T4).

LDH

2500

2000

1500 iT

u/L

1000

500

T C-) IM PA CZ MR AK I-A I-C M H CV VL 1 2 3 A B
BTl mT2 mT3 =T4
Figura 15: Medias y error estandar de los niveles de lactato deshidrogenasa (LDH), antes del primer programa

(T1), después del primer programa (T2), antes del Ultimo programa (T3) y después del ultimo programa de
nado del dia (T4).
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Tabla 15: ANOVA de AST. Los controles negativos se hicieron mediante una prueba t pareada. Nivel de

significancia p<0.05.

ASPARTATO AMINOTRANSFERASA (AST)

Programa T CN IM PA CZ M H I-A
T2-T1 1.000 0.998 0.880 0.936 0.999 1.000 0.990
T3-T1 0.958 0.607 0.979 0.934 0.994 0.956 0.997 0.921
T4-T1 0.999 0.988 0.999 0.991 0.999 1.000 0.994
T3-T2 0.928 0.942 0.999 0.839 0.918 0.997 0.783
T4-T2 0.994 0.960 0.934 0.991 0.994 1.000 0.942
T4-T3 0.984 1.000 0.971 0.947 0.981 1.000 0.981

Programa Ccv VL 1 2 3 A B I-C
T2-T1 1.000 0.970 1.000 1.000 0.988 1.000 0.990 1.000
T3-T1 0.979 0.962 0.995 0.888 0.962 0.995 0.894 0.999
T4-T1 0.997 1.000 0.999 0.999 1.000 0.999 1.000 1.000
T3-T2 0.990 0.790 0.997 0.844 0.850 0.997 0.743 1.000
T4-T2 0.999 0.978 1.000 0.994 0.985 1.000 0.980 0.999
T4-T3 0.998 0.950 1.000 0.939 0.966 1.000 0.924 0.999

Tabla 16: ANOVA de
significancia p<0.05.

ALT. Los controles negativos se hicieron mediante una prueba

t pareada. Nivel de

ALANINA AMINOTRANSFERASA (ALT)

Programa T CN IM PA Cz M H I-A
T2-T1 0.809 0.710 0.812 0.987 0.700 0.999 0.474
T3-T1 0.999 1.828 1.000 0.915 0.996 1.000 0.977 0.996
T4-T1 0.900 0.778 0.506 0.950 0.758 0.998 0.589
T3-T2 0.746 0.671 0.995 0.944 0.725 0.943 0.608
T4-T2 0.997 0.999 0.946 0.826 1.000 0.987 0.998
T4-T3 0.851 0.741 0.861 0.990 0.782 0.996 0.722

Programa cv VL 1 2 3 A B I-C
T2-T1 0.698 1.000 0.901 0.623 1.000 0.901 0.920 1.000
T3-T1 0.908 0.332 0.995 0.769 0.370 0.995 0.942 0.990
T4-T1 0.693 0.951 0.946 0.623 0.990 0.946 0.965 0.998
T3-T2 0.974 0.324 0.971 0.994 0.397 0.971 0.633 0.995
T4-T2 1.000 0.947 0.999 1.000 0.994 0.999 0.998 1.000
T4-T3 0.973 0.628 0.990 0.994 0.537 0.990 0.732 0.999
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Tabla 17: ANOVA de ALKP. Los controles negativos se hicieron mediante una prueba t pareada. Nivel de

significancia p<0.05.

. Nivel de

FOSFATASA ALCALINA (ALKP)

Programa T CN IM PA Ccz M H I-A
T2-T1 0.999 1.000 | 0.998 | 0.281 0.953 0.994 | 0.990
T3-T1 0.999 0.103 0.994 | 0.999 1.000 | 0.999 1.000 | 0.995
T4-T1 0.986 0.998 1.000 | 0.507 0.991 0.998 1.000
T3-T2 1.000 0.995 0.990 | 0.281 0.907 0.998 | 0.949
T4-T2 0.967 0.998 | 0.998 | 0.965 0.996 1.000 | 0.995
T4-T3 0.967 1.000 | 0.999 0.507 0.970 1.000 | 0.991

Programa cv VL 1 2 3 A B I-C
T2-T1 0.998 | 0.829 0.999 0.587 0.937 0.999 0.848 | 0.996
T3-T1 0.999 1.000 1.000 1.000 | 0.998 1.000 | 0.997 0.998
T4-T1 1.000 | 0.935 1.000 | 0.847 0.983 1.000 | 0.964 | 0.994
T3-T2 0.988 0.787 0.996 | 0.587 0.880 | 0.996 | 0.739 1.000
T4-T2 0.998 0.993 0.999 0.971 0.996 | 0.999 0.987 1.000
T4-T3 0.998 0.907 1.000 | 0.847 0.952 1.000 | 0.902 1.000

Tabla 18: ANOVA de GGT. Los controles negativos se hicieron mediante una prueba t pareada
significancia p<0.05.
GAMMA GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA (GGT)

Programa T CN IM PA (o4 M H I-A
T2-T1 1.000 0.993 0.987 0.989 0.999 1.000 1.000
T3-T1 0.834 0.087 0.969 0.999 1.000 0.957 0.867 0.961
T4-T1 0.978 0.999 0.977 0.999 0.986 0.998 0.987
T3-T2 0.880 0.891 0.998 0.988 0.980 0.859 0.966
T4-T2 0.991 0.980 1.000 0.999 0.996 0.997 0.990
T4-T3 0.970 0.987 0.994 0.998 0.998 0.930 0.999

Programa Ccv VL 1 2 3 A B I-C
T2-T1 0.987 0.998 1.000 0.974 0.997 1.000 0.998 0.925
T3-T1 0.618 1.000 0.541 0.948 0.999 0.541 0.960 0.598
T4-T1 0.906 1.000 0.965 0.960 1.000 0.965 0.989 0.979
T3-T2 0.810 0.993 0.511 0.999 0.988 0.511 0.988 0.925
T4-T2 0.986 0.999 0.953 1.000 0.999 0.953 0.999 0.996
T4-T3 0.947 0.999 0.813 1.000 0.998 0.813 0.998 0.831
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Tabla 19: ANOVA de CK. Los controles negativos se hicieron mediante una prueba t pareada. Nivel de

significancia p<0.05.

CREATINA QUINASA (CK)

Programa T CN IM PA Ccz M H I-A
T2-T1 0.947 0.906 0.983 0.899 0.953 0.996 0.954
T3-T1 0.580 0.167 0.555 0.934 0.873 0.684 0.863 0.674
T4-T1 0.797 0.663 0.983 0.959 0.778 0.997 0.748
T3-T2 0.883 0.906 0.769 1.000 0.935 0.942 0.928
T4-T2 0.983 0.961 0.880 0.997 0.974 1.000 0.962
T4-T3 0.983 0.998 0.996 0.993 0.998 0.937 0.999

Programa cv VL 1 2 3 A B I-C
T2-T1 0.978 0.980 0.954 0.999 0.983 0.954 0.993 0.985
T3-T1 0.602 0.945 0.613 1.000 0.935 0.613 0.933 0.721
T4-T1 0.767 0.990 0.895 0.898 0.991 0.895 0.929 0.998
T3-T2 0.832 0.998 0.889 0.994 0.996 0.889 0.987 0.886
T4-T2 0.940 1.000 0.998 0.832 1.000 0.998 0.986 0.998
T4-T3 0.992 0.994 0.950 0.933 0.991 0.950 1.000 0.805

Tabla 20: ANOVA de
significancia p<0.05.

LDH. Los controles negativos se hicieron mediante una prueba

t pareada. Nivel de

LACTATO DESHIDROGENADA (LDH)

Programa T CN IM PA Ccz M H I-A
T2-T1 0.679 0.866 0.986 0.869 0.869 0.819 0.706
T3-T1 0.506 0.388 0.962 0.825 0.887 0.887 0.830 0.609
T4-T1 0.995 1.000 1.000 1.000 1.000 0.923 1.000
T3-T2 0.992 0.991 0.953 1.000 1.000 1.000 0.999
T4-T2 0.813 0.900 0.981 0.908 0.908 0.994 0.750
T4-T3 0.652 0.978 0.807 0.922 0.922 0.995 0.656

Programa CcvV VL 1 2 3 A B I-C
T2-T1 0.757 0.916 0.788 0.965 0.604 0.788 0.816 0.984
T3-T1 0.406 0.990 0.237 1.000 0.723 0.237 0.978 0.909
T4-T1 0.999 0.996 0.981 0.994 0.923 0.981 1.000 0.981
T3-T2 0.935 0.986 0.737 0.964 0.997 0.737 0.963 0.989
T4-T2 0.837 0.973 0.944 0.889 0.922 0.944 0.828 1.000
T4-T3 0.494 1.000 0.411 0.995 0.973 0.411 0.982 0.991
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Acido lactico

Tabla 21: Concentraciones de acido lactico. El color rojo muestra los valores por encima del rango normal,

mientras que el color amarillo aquellos por debajo del rango.

Acido lactico (0.7 - 2.1 mmol/L)

Locacién Ejemplar T1 T2 T3 T4
Athos 15 14 2.1 2.1
John 0.8 1.9
IM
Madonna 11 14
Picasso 11 14
Atila 1.5 1.4
Chaac 0.8 19
PA
Jogo 11 1.7
Apolo 0.9 1.8
Davinci 0.7 1.2
cz
Jupiter 1 1.2
Ramses 1.2 1.6
MR Pakal 1 1.9 1.9 1.8
Elena 0.5 1.1 1.2 1.2
AK
Cielo 0.5 1.9 1.6 13
M Shadia (-) 2 1.7 1.7
PA Diego (-) 0.5 15 0.7 1.5




Tabla 23: ANOVA de las concentraciones de acido lactico.

Tabla 22: Medias de las concentraciones de acido lactico.

Acido lactico (mmol/L)
T1 T2 T3 T4

T 1.06 1.59 2.31 2.14
) 1.03 153

IM 1.13 1.53 2.45 2.18
PA 1.40 1.75 3.00 2.63
cz 0.95 1.45 2.05 1.93
MR 1.00 1.90 1.90 1.80
AK 0.50 1.50 1.40 1.20
I-A 1.16 1.58 2.50 2.24
1-C 0.67 1.63 1.57 1.43
M 1.18 1.63 2.40 2.30
H 0.70 1.47 1.33 1.55
cv 1.12 1.61 2.39 2.31
VL 1.02 1.57 1.88 1.98
1 1.02 1.60 2.38 2.12
2 1.23 1.68 2.23 2.45
3 1.04 1.52 1.92 2.05
A 1.08 1.55 2.20 1.85
B 1.04 1.61 2.39 2.35

significativos se muestran en negritas.

Nivel de significancia p<0.05.
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Los resultados

Programa T CN IM PA Ccz I-A I-C M
T2-T1 0.001 0.939 0.587 0.916 0.522 0.317 0.106 0.024
T3-T1 0.098 0.782 0.446 0.053 0.041 0.0001 0.155 0.0001
T4-T1 0.053 0.441 0.247 0.165 0.075 0.0001 0.295 0.0001
T3-T2 0.0001 0.980 0.031 0.154 0.374 0.117 0.998 0.035
T4-T2 0.0001 0.749 0.010 0.411 0.562 0.035 0.957 0.050
T4-T3 0.993 0.919 0.983 0.899 0.985 0.965 0.987 0.999

Programa H cv VL 1 2 3 A B
T2-T1 0.195 0.372 0.061 0.229 0.779 0.493 0.219 0.045
T3-T1 0.295 0.007 0.176 0.022 0.204 0.075 0.339 0.0001
T4-T1 0.137 0.004 0.002 0.024 0.095 0.081 0.017 0.0001
T3-T2 0.996 0.360 0.001 0.773 0.660 0.635 0.007 0.529
T4-T2 0.998 0.289 0.457 0.784 0.395 0.660 0.580 0.323
T4-T3 0.979 0.999 0.0001 1.000 0.963 1.000 0.0001 0.986
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Anexo V
Cortisol
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Figura 16: Curva de calibracidn obtenida con los valores estandar del kit. En el eje X se encuentra la
concentracion de cortisol en ng/ml, mientras que en el eje Y se observan los valores de la densidad éptica
(absorbancia) obtenida en las muestras estandar.
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Figura 17: Linea de tendencia polindmica mostrando la ecuacion para transformar los datos. En el eje X se
encuentra la concentracion de cortisol en ng/ml, mientras que en el eje Y se observa el valor de uno dividido
entre los valores de densidad dptica de las muestras estandar.



Tabla 24: Concentraciones de cortisol en suero en los cuatro tiempos.

Concentracién cortisol (ug/dl)

Locacién | Ejemplar T1 T2 ‘ T3 ‘ T4

Athos 0.00640 0.00637 0.00638 0.00636
M John 0.00638 0.00636 0.00637 0.00636
Madonna |  0.00638 0.00636 0.00636 0.00636
Picasso 0.00640 0.00637 0.00637 0.00636
oA Atila 0.00639 0.00637 0.00637 0.00635
Jogo 0.00641 0.00639 0.00636 0.00637
Apolo 0.00642 0.00637 0.00639 0.00636
- Davinci 0.00639 0.00636 0.00636 0.00636
Jupiter 0.00642 0.00642 0.00638 0.00638
Ramses 0.00637 0.00635 0.00636 0.00634
MR Pakal 0.00636 0.00637 0.00636 0.00636
AK Elena 0.00639 0.00641 0.00636 0.00634
Cielo 0.00635 0.00636 0.00634 0.00635

PA Diego (C-) | 0.00639 0.00638

Tabla 25: Medias de las concentraciones de cortisol en suero en los cuatro tiempos.

Cortisol (png/dL)
T1 T2 T3 T4

T 0.006391 0.006373 0.006365 0.006358
C(-) 0.006390 0.006382

IM 0.006393 0.006367 0.006369 0.006358
PA 0.006403 0.006378 0.006366 0.006360
(074 0.006402 0.006374 0.006370 0.006361
MR 0.006361 0.006365 0.006357 0.006363
AK 0.006391 0.006373 0.006365 0.006358
I-A 0.006394 0.006369 0.006374 0.006358
I-C 0.006366 0.006376 0.006353 0.006352
M 0.006396 0.006373 0.006369 0.006360
H 0.006373 0.006374 0.006353 0.006350
cv 0.006388 0.006372 0.006364 0.006356
VL 0.006395 0.006375 0.006367 0.006361
1 0.006384 0.006372 0.006365 0.006353
2 0.006408 0.006371 0.006371 0.006364
3 0.006395 0.006375 0.006367 0.006361
A 0.006384 0.006372 0.006365 0.006353
B 0.006397 0.006374 0.006366 0.006362
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Tabla 26: ANOVA de las concentraciones de cortisol en suero. Nivel de significancia p<0.05. Los resultados

significativos se muestran en negritas.

Programa T IM Ccz I-A I-C M H
T2-T1 0.186 0.186 0.335 0.027 0.887 0.103 0.999
T3-T1 0.044 0.215 0.231 0.027 0.824 0.078 0.571
T4-T1 0.0003 0.007 0.088 0.0001 0.765 0.0004 0.443
T3-T2 0.930 0.999 0.993 0.999 0.441 0.999 0.527
T4-T2 0.172 0.634 0.820 0.397 0.385 0.322 0.403
T4-T3 0.477 0.587 0.928 0.397 0.999 0.386 0.994

Programa Ccv VL 1 2 3 A B
T2-T1 0.0962 0.642 0.436 0.031 0.871 0.436 0.364
T3-T1 0.007 0.505 0.111 0.29 0.404 0.111 0.182
T4-T1 0.0002 0.265 0.004 0.011 0.359 0.004 0.054
T3-T2 0.697 0.996 0.827 0.999 0.823 0.827 0.979
T4-T2 0.098 0.918 0.107 0.871 0.777 0.107 0.799
T4-T3 0.5605 0.973 0.426 0.886 0.999 0.426 0.954




