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Resumen

RESUMEN

I. Introduccion

A finales del siglo XIX, numerosos esfuerzos de proteccion y translocacion de
ejemplares consiguieron salvar de la extincidon a la Unica poblacidon remanente de
rinoceronte blanco que subsistia con solo 20-50 individuos en KwaZulu-Natal
(Sudafrica). En la actualidad, se estiman unos 20.170 rinocerontes blancos, siendo

Sudafrica el pais que alberga a la gran mayoria de esta especie (93,2%).

Actualmente, la mayor amenaza a la que se enfrenta esta especie en libertad es
la caza furtiva, debida principalmente, a la creciente demanda ilegal de los cuernos
en el mercado negro oriental. Hoy en dia, los aproximadamente 750 individuos que
se mantienen en cautividad en todo el mundo, podrian ser la Unica salvaguarda de
la especie, con el inconveniente de que todavia se desconocen las causas de su
baja tasa reproductora en cautividad. Es sabido, que las condiciones de cautividad
alteran los ciclos bioldgicos y hormonales normales del animal, que no solo
desembocan en fracaso reproductivo, sino que también alteran su bienestar y su
comportamiento social. Por tanto, aln queda mucho por investigar acerca de la
endocrinologia gonadal y adrenal de esta especie, para conseguir no solo aumentar
su éxito reproductivo en cautividad, sino también mejorar el manejo de las

poblaciones.

En los rinocerontes en libertad, no solo la competitividad macho-macho parece
importante para estimular el comportamiento sexual masculino, sino que, ademas,
parece necesario que las hembras puedan ejercer cierta seleccion entre los posibles
machos reproductores, pues se reproducen mas a menudo con machos alfa, que
con machos beta no territoriales (Rachlow et al., 1998). Sin embargo, en
cautividad, este comportamiento sexual depende principalmente de la estructura
social artificial en la que se encuentren, determinado por el nimero de hembras y/o

machos que convivan juntos y su estatus social dentro del grupo.



Resumen

Las hormonas desempefian un papel crucial en la regulacion del
comportamiento y coordinan los procesos fisiolégicos de desarrollo en todos los
organismos vivos. Por ello, las técnicas no invasivas de determinacién hormonal,
estan cobrando cada dia mas importancia por su utilidad, entre otras, para el
manejo de poblaciones salvajes. Asi, el analisis hormonal en heces, en concreto de
los niveles de glucocorticoides, se ha considerado como un importante evaluador de
la relacion entre los factores estresantes ambientales y el bienestar del animal que

ademas, parecen ejercer cierta supresion sobre la reproducciéon (Moberg, 1991).

En muchas especies, la variacion hormonal estd regulada por cambios
estacionales. Los rinocerontes macho en libertad, tienen mayores niveles de
andréogenos durante la estacion lluviosa, que coincide con los cambios
comportamentales observados en dichos animales, sugiriendo un patrén
reproductivo estacional (Kretzschmar et al., 2004). La testosterona ha sido
asociada con la dominancia, la territorialidad y el comportamiento sexual,
estableciendo una conexién entre la fisiologia y el comportamiento reproductivo en
los machos de rinoceronte blanco (Rachlow et al., 1998). Ademas, los niveles de
andrdégenos en heces parecen estar mas relacionados con el rango social que con la
edad, e incluso, dichos niveles aumentan cuando se encuentran en presencia de

otros machos y hembras (Kretzschmar et al., 2004, Christensen et al., 2009).

El analisis no invasivo de hormonas sexuales, ha sido utilizado para intentar
dilucidar las causas del fracaso reproductor, evaluando la ciclicidad ovarica
femenina mediante las concentraciones de progestagenos y/o estrogenos
(Schwarzenberger et al., 1998). A pesar de la gran variabilidad individual que
existe en esta especie en relacion a la duracion del ciclo estral, existen dos tipos
principales de ciclos: cortos (4 semanas) y largos (10 semanas) (Hermes et al.,
2012). Por otro lado, se han encontrado evidencias que apoyan que la proporcidon
entre androgenos y estrogenos determina el sexo gonadal en todas las especies del

reino animal (Tiwary y Li, 2009).



Resumen

¢ Objetivos:

La hipdtesis general de nuestro estudio, es que los factores socio-ambientales,
determinados segun el tipo de habitat, alteran los ciclos bioldgicos del rinoceronte
blanco (Ceratotherium simum). Por ello, el principal objetivo de este proyecto de
Tesis Doctoral es estudiar y comparar los perfiles hormonales de tres poblaciones
de rinoceronte blanco: cautividad, semi-cautividad y libertad para determinar la
relacion entre la endocrinologia gonadal y adrenal con las distintas condiciones de
cautividad y el comportamiento reproductivo. De esta manera, se profundizara en
el conocimiento de lo que ocurre en dicha especie en su habitat natural con el fin de
intentar aumentar su éxito reproductivo y bienestar en cautividad, ademas de

mejorar el manejo de las poblaciones.

Para ello y de forma mas especifica, se proponen los siguientes objetivos:

1. Relacionar los niveles de glucocorticoides en heces con los factores socio-
ambientales y las condiciones de cautividad en que se encuentra cada grupo de
rinocerontes (grupos sociales, época del afio, comportamiento), a través de la
determinacion y validacién de los niveles de glucocorticoides mediante técnicas
no invasivas, analisis de comportamiento social mediante observaciones in situ
de cada rinoceronte en su habitat, estudio detallado de cada tipo de habitat y

valoracién de la influencia de la época del ano.

2. Estudiar el comportamiento reproductivo y determinar las posibles causas
del fracaso reproductor mediante la determinacion de la concentracion de
hormonas sexuales (andrégenos, progestagenos Yy estrogenos) utilizando
técnicas no invasivas, estudio detallado de cada tipo de habitat y determinacién
de la influencia estacional sobre las hormonas sexuales mediante Ia

comparacion de los resultados entre los meses de invierno y verano.

3. Realizacion de un modelo de regresion logistica binaria para predecir el sexo
de los rinocerontes mediante la concentracién de andrégenos y estréogenos en

heces.



Resumen

II. Material y métodos

Se recogieron un total de 572 muestras de heces correspondientes a 15
rinocerontes blancos (Ceratotherium simum), 9 hembras y 6 machos, entre los

afios 2009-2011, procedentes de tres instituciones que manejan esta especie:

- Cautividad: tres ejemplares de rinoceronte blanco (2 hembras y 1 macho)
del Zooldgico de Madrid, donde se recogieron un total de 129 muestras de

heces.

- Semi-cautividad: grupo de 4 rinocerontes (2 hembras y 2 machos) del
Bioparc de Valencia, obteniéndose un total de 286 muestras de heces. Se ha
considerado como semi-cautividad por su esfuerzo en recrear lo mas fielmente
posible las condiciones del habitat natural de estos animales, aportando

espacios mas amplios con un entorno muy similar a la sabana africana.

- Libertad: 8 rinocerontes blancos (5 hembras y 3 machos) de la Reserva de
Mabula (Sudafrica), donde se recogieron un total de 157 muestras de heces.
Fue considerada como la poblaciéon de rinocerontes en libertad, porque las
condiciones que mantienen los animales son lo mas parecidas posibles a las que

poseen los rinocerontes completamente salvajes.

Se analizaron los perfiles hormonales y el comportamiento social y reproductor
gue presentaban los animales en cada habitat. De esta manera, se determinaron
las causas que pudieran estar influyendo tanto en su biologia reproductiva como en
su comportamiento reproductor, tomando como referencia los resultados obtenidos
en una poblacion en libertad. Para la evaluacidon del comportamiento, se utilizd
como base el etograma de comportamiento de Owen-Smith (1973) sobre el
rinoceronte blanco salvaje, realizando unas tablas con los cddigos basicos de las
conductas observadas. Se validoé el metabolito de cortisol para la especie, mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Se utilizd la técnica ELISA de
competicion para analizar las distintas hormonas esteroides en heces

(glucocorticoides, andrégenos, progestagenos y estrogenos).



Resumen

Para evaluar el efecto de las variables estacion, sexo y habitat se analizaron los
valores medios de cada sujeto mediante el empleo de estadistica no paramétrica
(test de Wilcoxon; prueba U de Mann-Whitney y ANOVA por rangos de Kruskall-
Wallis, respectivamente), utilizando la correccion de Bonferroni en los casos
necesarios. El efecto de la interaccion entre las variables estacion y sexo se evalud
mediante el test de Wilcoxon; entre estacion y habitat mediante el test de Kruskall-
Wallis. La relacion existente entre las variables continuas fue evaluada empleando
la correlacion de Pearson. Para el analisis estadistico del comportamiento, se
compararon los niveles de las distintas variables hormonales con los
comportamientos observados mediante la prueba T de Student. Finalmente, para la
determinacion del sexo gonadal, se ajustaron tres modelos de regresidon logistica
binaria que evaluaron la capacidad predictiva de las concentraciones de andrégenos
y estrogenos sobre el sexo, empleando las medias hormonales de los sujetos para
modelar la variable sexo y poder clasificar cada muestra (304 y 268 de hembras y
machos, respectivamente), valorando el acierto en la clasificacion. El nivel de
confianza de todos los analisis estadisticos utilizados fue del 95%, considerandose

significativos los valores de p< 0,05.
III. Resultados y discusion

En nuestro estudio, se encontré una correlacion entre las concentraciones de
glucocorticoides y las condiciones de cautividad en las que se encuentran los
rinocerontes, de forma que cuanto mas estrictas son dichas condiciones de
cautividad, mayores niveles de glucocorticoides presenta esta especie. El
metabolito de cortisol analizado y validado para la especie fue el 5a-pregnano-38,
11B, 21-triol-20-ona. Para determinar su relacidn con el estrés, y mantener el
caracter no invasivo de este estudio, tomamos como referencia los niveles de dicho
metabolito en una situacion natural estresante, el parto de una de las hembras
(4.502,07 ng/qg).

En condiciones de cautividad, parece que el estrés social recae sobre los
animales subordinados, ya que no pueden evitar al individuo dominante (Creel et
al., 1996). En las hembras en semi-cautividad, pudimos relacionar la concentracion
hormonal con el rango social, observando la existencia de cierta jerarquia social. De
esta forma, las concentraciones mas elevadas de glucocorticoides, las encontramos
en la hembra subordinada, y las concentraciones mas altas de andrdgenos en la
hembra dominante. Sin embargo, en la poblacién en libertad el aumento de los

niveles de glucocorticoides y androgenos, parecian estar mas relacionados con la
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convivencia conjunta de machos y hembras que con el rango social (Kretzschmar et
al., 2004, Christensen et al., 2009).

Los niveles de glucocorticoides no presentaron cambios estacionales, aunque no
podemos descartar que exista cierto patron estacional y que la presion turistica, la
escasez de recursos durante el invierno, y/o las variaciones ambientales que
ocurren en cada habitat (temperatura, humedad y horas de luz), estén encubriendo
una variacion estacional que no ha podido ser detectada. Ademas, encontramos
una diferencia significativa en los niveles de glucocorticoides en base al sexo,
siendo superior en las hembras (hembras=901,77 £ 187,27 ng/g; machos=445,98
+ 105,65 ng/g), lo que podria estar relacionado tanto con la reproduccién, como
con la distinta respuesta a los estimulos estresantes que perciben, pero que, en
cualquier caso, debe ser tenida en cuenta a la hora de valorar los niveles de

glucocorticoides en esta especie en futuros trabajos.

Sin embargo, en todas las hormonas sexuales analizadas en la poblaciéon de
rinocerontes en su habitat natural, hemos detectado variaciones hormonales segin
la estacion, que no se aprecid, o bien, ocurrid a la inversa, en condiciones de
cautividad. Por un lado, los niveles de andrdégenos, fueron estadisticamente
superiores durante el verano o estacién lluviosa (verano=131,33 * 11,76 ng/g;
invierno=58,69 * 4,98 ng/g), tanto para los machos como para las hembras, lo
gue parece indicar la existencia de un patron reproductivo estacional en el
rinoceronte blanco que se pierde en condiciones de cautividad (Kretzschmar et al.,
2004). En la poblacion de rinocerontes en libertad, también hemos observado un
cambio estacional respecto a la concentracion de progestdgenos, que aumenta
significativamente durante los meses de invierno sudafricano (invierno=568,31 %
66,56 ng/g; verano=210,08 *+ 26,74 ng/g). Puesto que los progestagenos son
intermediarios en la sintesis de la mayoria de las hormonas esteroides, este
aumento podria estar relacionado con un aumento de la actividad del eje
hipotalamo-hipofisis-adrenal, para afrontar las dificiles condiciones en las que se
encuentran los animales durante el invierno, y asi obtener reservas suficientes para
la produccidon de otras hormonas que sean requeridas. Ademas, en los rinocerontes
en libertad, la concentracién de estrogenos también fue estadisticamente superior
en invierno (invierno=239,25 £ 8,02 ng/g; verano=158,70 + 15,00 ng/g). Este
aumento, también podria relacionarse con la tendencia reproductiva estacional, que
se aprecia con los resultados de todas las hormonas sexuales en la poblacion de

rinocerontes en libertad.
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Las concentraciones analizadas de glucocorticoides y androgenos fueron
relacionadas con el comportamiento. En la poblacidén en libertad, encontramos una
interesante relacion entre un aumento significativo en la concentracion de
andrdogenos asociado a cualquiera de los comportamientos observados que diferian
de su estado normal y tranquilo (territoriales, sexuales y agonisticos), sin que,
sorprendentemente, ocurriera dicho aumento respecto a la concentracidn de

glucocorticoides.

Mediante el analisis de progestagenos y estrogenos, también se determinaron
los ciclos reproductivos de las hembras en semi-cautividad y sus posibles relaciones
con las condiciones del habitat y su rango social. En base a la concentracién de
progestagenos, la hembra dominante del habitat de semi-cautividad, presentaba
ciclos cortos cada 32,90 + 3,37 dias y parecia suprimir a la hembra subordinada,
que no ciclaba con regularidad, observandose cierta inhibicidon reproductiva debida
al rango social. En cautividad, también encontramos una hembra con ciclo corto
(27,20 = 2,25 dias) y otra hembra, cuyos elevados niveles de glucocorticoides
(2.237,34 £ 92,69 ng/g) podrian haber afectado a su funcion reproductora. A pesar
de la gran variacién individual encontrada en los patrones de sus ciclos
reproductivos en esta especie, y de acuerdo a otros estudios, las concentraciones
de progestagenos han servido como fiables indicadores de la gestacién y de la fase
litea de estos animales (Schwarzenberger et al., 1998), mientras que las
concentraciones de estréogenos, no han resultado verdaderamente Utiles pues no
seguian un patron ciclico determinado, pudiendo haber sido influenciadas por los

fitoestrogenos ingeridos mediante la dieta (Tubbs et al., 2012).

Las concentraciones de estrdégenos y andrdégenos, también fueron utilizadas para
la determinacion del sexo gonadal, que usamos para ajustar tres modelos de
regresion logistica binaria con el fin de evaluar la capacidad predictiva sobre el sexo
de los rinocerontes, utilizando la proporcion entre dichas hormonas como medida
de discriminacion entre ambos sexos. De los modelos planteados, seleccionamos el
modelo II (A > 1,46 E - 222) que fue el que presentd una especificidad vy
sensibilidad mas equilibrada en la determinacién gonadal de los sexos, con una

confianza media del 74,6%.
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IV. Conclusiones

Segun nuestra hipodtesis principal, hemos comprobado que existe una
correlacion entre los niveles de glucocorticoides y las condiciones de cautividad en
las que se encuentran los rinocerontes. Aunque no se ha encontrado un patrén
estacional en relacion a la concentracion de glucocorticoides, si se ha observado
una diferencia en cuanto a las concentraciones medias entre machos y hembras,

siendo superior en las hembras.

En su habitat natural, los niveles de andrdgenos fueron superiores durante el
verano o estacion lluviosa, lo que indica la existencia de un patrén reproductivo
estacional en el rinoceronte blanco en libertad que se pierde en condiciones de
cautividad. Por otro lado, existe una relacién entre todos los comportamientos
observados (territoriales, sexuales y agonisticos), que diferian de su estado normal,

con un aumento en la concentracion de andrégenos.

El analisis de las concentraciones de progestagenos fue un indicador fiable para
la determinaciéon de la fase lUtea del ciclo ovarico y para la identificacion de
hembras gestantes en esta especie, no resultando fiable el analisis de estrégenos,

posiblemente influenciados por los fitoestrégenos de la dieta.

El modelo de regresién logistica binaria ajustado mediante las concentraciones
de estrégenos y andrégenos, ha logrado un 74,6% de fiabilidad en la prediccién del

sexo en heces de rinoceronte blanco.

Nuestros resultados corroboran otros estudios que sugieren que la condicidon
reproductiva, tanto en animales en cautividad como salvajes, puede ser evaluada
mediante el analisis de hormonas esteroides en heces. Y por lo tanto, los métodos
no invasivos de determinaciéon hormonal han resultado ser potentes herramientas
en el estudio de la endocrinologia gonadal y adrenal del rinoceronte blanco

(Ceratotherium simum).
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Abstract

ABSTRACT

I. Introduction

In the late XIX century, 20-50 individuals were the only remaining population of
White Rhino located in KwaZulu-Natal (South Africa). Many efforts of protection and
translocations managed to save the species from the brick of extinction. At present,
it is estimated a total of 20,170 White Rhinos in the wild, while South Africa

remains the stronghold for this species (93.2%).

Actually, the biggest threat facing this species is poaching, mainly due to the
growing demand of its horn in the illegal Eastern black market. Today, the
approximately 750 White Rhinoceros worldwide that remain in captivity may be the
only safeguard of the species, with the drawback that even today, are not clearly
known the causes for their low reproductive rate in captivity. It is well known that
captive conditions alter their biological and hormonal cycles, which not only lead to
reproductive failure, also alter their welfare and social behaviour. That is why there
is still much research needed on this species, not only to increase their reproductive

success in captivity, but also to improve population’s management.

In free-ranging rhino populations, not only male-male competition seems
essential to stimulate male sexual behaviour, but it also seems necessary that
females can exert some selection among potential breeding males, because they
tend to reproduce more often with alpha males, than with beta non territorial males
(Rachlow et al., 1998). However, in captivity, since there are primarily dependent
on the artificial social structure in which they are living, this reproductive behaviour
is determined by the number of females and / or males that live together and their

social status within the group.

Hormones play a crucial role in the regulation of behavioural and physiological
processes coordinating the development in all living organisms. Therefore, non-
invasive techniques for determining hormones are becoming increasingly important
for their utility, principally, in the management of free-ranging populations. Thus,
hormonal analysis of glucocorticoids in faeces has probed to be an important
evaluator in the relation between environmental stressors and animal condition,
and also, believed to be involved in generating reproductive suppression (Moberg,
1991).
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In many species, hormonal changes are regulated by seasonal changes. Free-
ranging male rhinos have higher levels of androgen during the rainy season, which
coincides with the behavioural changes observed in these animals, suggesting a
seasonal reproductive pattern (Kretzschmar et al., 2004). Testosterone has been
associated with dominance, territoriality and sexual behaviour, establishing a
connection between physiology and reproductive behaviour in male White
Rhinoceros (Rachlow et al., 1998). In addition, faecal testosterone levels are more
related to social status than with age, and also, those levels increase when in the
presence of other males and females (Kretzschmar et al., 2004; Christensen et al.,
2009).

Non-invasive analysis of sex hormones has been used to try to elucidate the
causes of reproductive failure, assessing female ovarian cyclicity by determining
progesterone and / or estrogen concentrations (Schwarzenberger et al., 1998).
Despite the great individual variability in the duration of the estrous cycle in this
species, there are recognized two principal types: short cycle length (4 weeks) and
long cycle length (10 weeks) (Hermes et al., 2012). Furthermore, evidence was
found to support that the ratio between androgens and estrogens is useful for

gonadal sex determination in all species (Tiwary and Li, 2009).

¢ Objetives:

The hypothesis of our study is that socio-environmental factors, determined by
habitat conditions, alter the biological cycles of the White Rhinoceros
(Ceratotherium simum). Therefore, the main aim of this PhD project is to study and
compare the different habitats and hormonal profiles in three populations of White
Rhinos: captivity, semi-captivity and wild population, to determine the relation
between gonadal and adrenal endocrinology with different captive conditions and
reproductive behaviour. Thus, we can increase the knowledge of what happens in
this species in its natural habitat in order to improve their reproductive success and

wellfare in captivity, and progress in the management of rhino populations.

For this purpose and more specifically we propose the following objectives:

1. Relate faecal glucocorticoid levels with environmental and social factors
under captive conditions associated with each type of habitat (social groups,
time of year, behaviour), determining and validating glucocorticoid levels by
non-invasive techniques, analysis of social behaviour by in situ observations
of each rhino, and a detailed study of habitat conditions while assessing the

influence of the time of year.
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2. Study the reproductive behaviour and determine the possible causes of
reproductive failure, measuring the concentration of sex hormones
(androgens, progestagens and estrogens) by a non-invasive technique, and
a detail study of habitat conditions, determining the seasonal influence on
sex hormones by comparing the results in winter and summer months. In
addition, androgen and estrogen concentrations, will be use to adjust a

binary logistic regression model to predict the sex of the rhinos.

3. Performing a binary logistic regression model by measuring faecal androgen

and estrogen concentration to predict the sex of the rhinos.
I1I. Material & Methods

A total of 572 faecal samples from 15 White Rhinos (Ceratotherium simum),
corresponding to 9 females and 6 males, were collected among the years 2009-

2011 from three different institutions:

- Captivity: 3 White Rhinoceros (2 females and 1 male) from the Zoo of

Madrid. We have colleted a total of 129 faecal samples.

- Semi-captivity: a group of 4 White Rhinos (2 females and 2 males) from
the Bioparc of Valencia, where we have collected 286 faecal samples. It has
been considered as semi-captivity for their effort to recreate as closely as
possible the natural habitat conditions of these animals, providing wider spaces

with a very similar environment to African savannah.

- Wild: A total of 157 faecal samples were collected from 8 White Rhinos (5
females and 3 males) from the Reserve of Mabula (South Africa), which was
considered our wild rhino population because animal conditions were as similar

as possible to those compared to completely free-ranging rhinos.

We have analyzed the hormonal profiles and the social and reproductive
behavior from each animal in their different habitat conditions. Thus, we
determined the causes that could be influencing both reproductive biology and
behaviour, taking as reference the results obtained in the wild population. For the
behavioural assessment, we have analyzed the behaviour of the rhinos, based on
the behavioural ethogram made by Owen-Smith (1973) on free-ranging White
Rhinos, which was useful to make the basic codes for rhino’s behaviour. Cortisol
metabolite was validated for the species using high performance liquid
chromatography (HPLC). A competitive ELISA was used to analyze steroid

hormones in faeces (glucocorticoids, androgens, progestagens and estrogens).
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. To evaluate the effect of variables season, sex and habitat, hormonal values
were analyzed for each subject using nonparametric statistics (Wilcoxon test,
Mann-Whitney test and ANOVA by ranks of Kruskal-Wallis, respectively), using the
Bonferroni correction when necessary. The effect of the interaction between the
variables season and sex was evaluated using the Wilcoxon test, between season
and habitat, by Kruskall-Wallis test. The relation between continuous variables was
assessed using Pearson's correlation. For the behaviour statistical analysis, we
compared the hormonal levels with observed behaviours by Student's T test.
Finally, for gonadal sex determination, three binary logistic regression models were
adjusted to assess the predictive ability of androgens and estrogens concentrations
on sex determination. To this end, the hormonal mean values of the subjects was
used to form the sex variable in order to classify each sample (304 and 268 for
females and males, respectively), evaluating the accuracy in the classification. For
all statistical analysis the confidence interval was 95%, and significant differences
when p<0.05.

IV. Results & Discussion

In our study, we have revealed a correlation between an elevation of
glucocorticoids and captive conditions. The cortisol metabolite validated for the
species was b5a-pregnane-3B, 11B, 21-triol-20-one. In order to maintain the
noninvasive nature of this study, glucocorticoids concentration and its relation to
stress, was related with the birth of one of the females, as a reference value from a

natural stressful situation (4,502.07 ng/qg).

In captivity, it seems that social stress falls on subordinates as they can not
avoid the dominant individual (Creel et al., 1996). In semi-captivity females,
hormone concentrations were related to social status, demostrating the existence of
certain social hierarchy. Thus, higher glucocorticoid concentrations were found in
the subordinate female and higher androgen concentrations in the dominant
female. However, in the free-ranging population increased levels of glucocorticoids
and androgens appeared to be more related to the coexistence of males and

females than to social rank (Kretzschmar et al., 2004, Christensen et al., 2009).
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Although glucocorticoid levels did not show to undergo seasonal changes, we
can not exclude the possibility of a seasonal pattern. There could be many factors,
such as tourist pressure, scarcity of resources, and/or environmental changes
(temperature, humidity and hours of light), concealing a seasonal variation that we
did not detect in our results. Besides, there was a significant sex difference on
glucocorticoid concentrations, being higher in females (females=901.77 + 187.27
ng/g; males=445.98 £+ 105.65 ng/g). It could be related both to reproduction,
and/or to the different response to stressful stimuli, but in any case, it should be
taken into account when assessing glucocorticoid levels in this species in future

work.

We have detected a seasonal variation in all the sex hormones analyzed in free-
ranging rhinos, which occurred differently, or it did not appear, in captive
populations. On one hand, androgen levels were statistically higher in summer
(rainy season) (summer=131.33 £ 11.76 ng/g; winter=58.69 * 4.98 ng/g), for
both males and females, suggesting the existence of a seasonal reproductive
pattern in free-ranging White Rhinos, which did not happen in captivity
(Kretzschmar et al., 2004). We have also observed a seasonal change in
progestagens concentration in the free-ranging population, which increased
significantly during the winter months (winter=568.31 <+ 66.56 ng/g;
summer=210.08 * 26.74 ng/g). Since progestagens are intermediates in the
synthesis of most steroid hormones, this elevation could be related to an increased
activity of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, and/or to cope with winter
difficult conditions, in order to obtain enough reserves for the production of other
hormones that might be required. Furthermore, in the free-ranging rhino
population, estrogen concentrations was also statistically higher in winter
(winter=239.25 + 8.02 ng/g; summer=158.70 £ 15.00 ng/g). This increase could
also be related to a seasonal reproductive trend, which appears to occur in relation

to all the sex hormones.

Glucocorticoid and androgen concentrations were associated to behaviour. Only
in the free-ranging population, we found an interesting relation between the
increase of androgen levels and all the observed behaviours that differed from
normal (territorial, sexual and agonistic displays), and surprisingly, without finding

any difference on glucocorticoid levels.
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The results of the analysis of progestagens and estrogens were also used to
determine the reproductive cycles of the females and their possible relations with
captive conditions and social rank. Based on the progestagen concentration, the
dominant female in semi-captivity, presented short cycles length (32.90 £ 3.37
days) and appeared to be suppressing the subordinate female, which did not
present regular cycling. Therefore, we have observed reproductive inhibition due to
social rank. In captivity, we have also found a female rhino with short cycle length
(27.20 £ 2.25 days) and one female with high glucocorticoids levels (2,237.34 +
92.69 ng/g) that might have affect their reproductive function. Despite the large
individual variation found in the patterns of the reproductive cycles in this species,
concentrations of progestagens have served as reliable indicators of gestation and
luteal phase of these animals (Schwarzenberger et al., 1998), while estrogen
concentrations, have not proved to be really useful as they didn’t seem to follow a
cyclic pattern and might have been influenced by diet phytoestrogens (Tubbs et al.,
2012).

Estrogen and androgen concentrations were also helpful for gonadal sex
determination. They were used to establish three binary regression models to
assess their predictive power on rhino’s sex determination, using the proportion
between these hormones as a discrimination measure among the sexes. From the
proposed models, we have selected model II (A > 1.46 E - 222), which was probed
to have a more balanced sensitivity and specificity in gonadal sex determination,

with a confidence interval of 74.6% in this species.

IV. Conclusions

According to our main hypothesis, we found that there is a correlation between
the levels of glucocorticoids and rhinos captive conditions. Although we didn’t found
a seasonal pattern in relation to glucocorticoid concentrations, there has been
observed a difference in the mean concentrations of males and females, being

higher in females.

In the wild, androgen levels were higher during summer (rainy season),
indicating the existence of a seasonal reproductive pattern in free-ranging White
Rhinoceros that seems to disappear in captivity. On the other hand, we have
related all observed behaviours (territorial, sexual and agonistic) with an increase

in androgen concentrations.
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The analysis of progestagens concentrations was a reliable indicator for the
determination of the luteal phase of the ovarian cycle and also, identifying pregnant
females in this species. Estrogen analysis resulted not reliable as concentrations

might be influenced with diet phytoestrogens.

The binary logistic regression model adjusted by estrogen and androgen faecal
concentrations, achieved 74.6% reliability in predicting the sex in White

Rhinoceros.

According to other studies, our results suggest that reproductive status in both
captive and free-ranging populations can be evaluated by analyzing faecal steroid
hormones. And therefore, noninvasive methods for determining hormone have
proved to be powerful tools in the study of gonadal and adrenal endocrinology in

White Rhinoceros (Ceratotherium simum).
V. References

Christensen BW, Troedsson MHT, Young L], Oliva M, Penfold LM (2009). Effects
of sociosexual environment on serum testosterone in captive male African

rhinoceros. Theriogenology 71(7):1105-1111.

Creel S, Creel N, Monfort SL (1996). Social stress and dominance. Nature
379(6562):212.

Hermes R, Hildebrandt TB, Walzer C, Goéritz F, Gray C, Niemuller C,
Schwarzenberger F (2012). Estrus induction in white rhinoceros

(Ceratotherium simum). Theriogenology 78(6):1217-1223.

Kretzschmar P, Ganslober U, Dehnhard M (2004). Relationship between
androgens, environmental factors and reproductive behavior in male white

rhinoceros (Ceratotherium simum simum). Hormones and Behavior 45(1):1-9.

Moberg GP (1991). How behavioral stress disrupts the endocrine control of

reproduction in domestic animals. Journal of Dairy Science 74(1):304-311.

Owen-Smith R (1973). The behavioural ecology of the white rhinoceros (Tesis

Doctoral). Universidad de Wisconsin, Madison, EEUU.

-17 -



Abstract

Rachlow JL, Berkeley EV, Berger J (1998). Correlates of male mating strategies
in white rhinos (Ceratotherium simum). Journal of Mammalogy 79(4):1317-
1324.

Schwarzenberger F, Walzer C, Tomasova K, Vahala ], Meister ], Goodrowe KL,
Zima J, StrauBB G, Lynch M (1998). Faecal progesterone metabolite analysis
for non-invasive monitoring of reproductive function in the white rhinoceros

(Ceratotherium simum). Animal Reproduction Science 53(1-4):173-190.

Tiwary BK, Li W (2009). Parallel evolution between aromatase and androgen
receptor in the animal kingdom. Molecular Biology and Evolution 26(1):123-
129.

Tubbs C, Hartig P, Cardon M, Varga N, Milnes M (2012). Activation of southern
white rhinoceros (Ceratotherium simum simum) estrogen receptors by
phytoestrogens: Potential role in the reproductive failure of captive-born
females? Endocrinology 153(3):1444-1452.

-18 -



I. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

@
«

QO







I. Justificacion y objetivos

A finales del siglo XIX, el rinoceronte blanco (Ceratotherium simum) se
encontraba al borde de la extincion contando con una poblacion de apenas 20
individuos. Numerosos esfuerzos de proteccién y translocacién de ejemplares a
pequefas reservas naturales y zonas privadas, consiguieron una rapida
recuperacion de la poblacion (Emslie y Brooks, 1999; Rookmaaker, 2000),
estimandose en Diciembre del 2010, unos 20.170 ejemplares en libertad, la gran
mayoria (98,8%) localizados en tan soélo cuatro paises: Sudafrica, Namibia,
Zimbabwe y Kenia, habiéndose registrado ademas en el afio 2008, 750 ejemplares
en cautividad en todo el mundo, segun los datos elaborados por la Unidn
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, International Union for

Conservation of Nature, 2011).

Actualmente, la mayor amenaza a la que se enfrenta esta especie en libertad es
la caza furtiva. La drastica disminuciéon de ejemplares registrada en los ultimos
afos debido a este gran problema, se debe principalmente a la creciente demanda
ilegal de su cuerno en el mercado negro oriental (Milliken et al., 2009; Emslie,
2011). Esto ha ocasionado que de las cinco especies de rinoceronte que sobreviven
en el mundo, la mayoria estén clasificadas en “peligro critico” en la Lista Roja de

Especies Amenazadas, segun los ultimos datos del 2011 del IUCN.

Ademads, aproximadamente el 90% de los rinocerontes blancos de Africa, se
encuentran en Sudafrica (Emslie y Brooks, 1999). Pero tal concentracion de
individuos en un solo pais puede afadir otro riesgo, ya que se podria ocasionar
nuevamente una dramatica disminucion de la poblacion en momentos de
inestabilidad politica. Es por esto, que las poblaciones que se mantienen en
cautividad, podrian funcionar como salvaguarda de la especie, con el inconveniente
de que el rinoceronte blanco no se reproduce bien en cautividad (Gunn et al., 1998;
Rieches, 1998; Schwarzenberger et al., 1999; Hermes et al., 2004; Carlstead y
Brown, 2005; Swaisgood et al., 2006) y aun hoy en dia se desconocen las causas

de su baja tasa reproductora en cautividad.

A finales del siglo XX, se estimaron alrededor de 8.440 rinocerontes blancos en
247 discretas y pequefias poblaciones salvajes (Emslie y Brooks, 1999), las cuales,
son propensas a la endogamia. Esto podria generar una reduccidon en su
variabilidad genética que, a su vez, podria resultar en una disminucion de la
fertilidad y la viabilidad de la especie (Baur y Erhardt, 1995; Guerier et al., 2012),
ademas de una reduccién de la adaptabilidad de las especies a los cambios del
entorno (Foose, 1993), lo que en definitiva, aumenta el riesgo de extincién de la

especie (Wright et al., 2008). El conocimiento del comportamiento reproductivo de
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los rinocerontes puede ayudar a evaluar el nimero de animales activamente
reproductores en estas poblaciones para intentar solucionar el problema de la
endogamia (Schreiber et al., 1993; Parker y Waite, 1997).

El estudio de la biologia reproductiva del rinoceronte blanco ha sido propuesto
como tema de investigacion prioritaria en diversos grupos y organizaciones
(International Rhino Foundation, SOS Rhino, etc.). Siendo el estudio del
comportamiento reproductivo otra parte importante también para la conservacion y
manejo de las poblaciones salvajes (Kretzschmar et al., 2004; Hutchins y Kreger,
2006).

En 1982 Lindemann descubri6 que el principal requerimiento para una
reproduccion exitosa es la presencia de mas de un macho. La competitividad
macho-macho que se establece, parece necesaria para estimular el comportamiento
sexual masculino. Por otro lado, también parece necesario que las hembras puedan
ejercer cierta seleccidén entre los posibles machos reproductores, para poder iniciar
asi su ciclo estral (Owen-Smith, 1988), lo que ya ha sido confirmado en diversos
estudios realizados en rinocerontes salvajes, comprobandose que, efectivamente,
las hembras se reproducen mas a menudo con machos alfa, aquellos que defienden
satisfactoriamente su territorio, que con machos beta no territoriales, los que
adoptan un rango de subordinado hasta la adquisicion de su propio territorio
(Owen-Smith, 1971, 1973 y 1975; Rachlow et al., 1998). A pesar de que los
rinocerontes pueden encontrarse en diversos tipos de habitat, se ha visto una
seleccién positiva de unos tipos frente a otros (Tatman et al., 2000) pues las
hembras suelen seleccionar al macho segun el territorio que éste posea,
preferiblemente zonas con abundante alimento y numerosos recursos. Es por esto
que también los machos parecen elegir su territorio en base a la cantidad de
alimento, para que un mayor nimero de hembras prefieran su territorio y poder

aumentar asi su éxito reproductivo (White et al., 2007b).

La competencia entre machos y la elecciéon de pareja ejercida por las hembras
aumenta el grado de endogamia debido a que, en una poblacién, solo unos pocos
de los posibles individuos reproductores (tamafio efectivo de la poblacion), se
reproducen realmente. Para conservar la diversidad genética, las poblaciones
pequefas o las que son estrictamente dirigidas por la eleccion de la hembra,
necesitan ser manejadas adecuadamente. El éxito y la efectividad de los programas
de manejo pueden ser mejorados si se consiguiera una correcta identificacion de los
verdaderos machos reproductores para cambiarlos entre las distintas poblaciones
(Schreiber et al., 1993; Parker y Waite, 1997).

-22 -



I. Justificacion y objetivos

La tendencia generalizada es pensar que el estrés social recae mas fuertemente
sobre los individuos subordinados que sobre los dominantes, presentando por ello
mayores concentraciones de glucocorticoides y generando asi, un estrés crdnico
que suprime la capacidad reproductora de los subordinados (Creel et al., 1992 y
1996; Creel, 2001; Monfort, 2003; Metrione et al., 2007). Sin embargo, no siempre
es asi, pues en algunas especies salvajes se ha visto que el estrés cronico forma
parte de los costes de la dominancia social mas que de la subordinacion,
encontrando concentraciones superiores de cortisol y/o corticosterona en los
individuos dominantes del grupo (Creel et al., 1996; Barja et al., 2008a). Esto
parece ocurrir en aquellas especies que tienden a ser mas agresivas para mantener
su estatus social o territorio (Creel et al., 1996 y 2005; Barja et al., 2008a).
Algunos autores han investigado la posible interaccién entre los diferentes ejes
endocrinos en la regulacion del comportamiento reproductivo, existiendo una fuerte
interaccién entre los andrégenos y los glucocorticoides que determina la presencia
o ausencia de secrecion de la glandula adrenal y el goteo de orina, sefiales
asociadas con la tactica reproductiva competitiva (Schwarzenberger et al., 2000b;
Brown et al., 2001).

En una gran variedad de estudios, tanto en humanos como en distintas especies
animales, la testosterona ha sido asociada con la agresividad, el comportamiento
antisocial (Booth et al., 2006), la dominancia (Beehner et al., 2006), y el
comportamiento sexual (Everitt y Stacey, 1987; Alexander et al., 1994). En
rinocerontes, mediante analisis hormonales de andrdégenos en los machos, se ha
determinado que los niveles de testosterona en heces estan mas relacionados con
el rango social que con la edad, estando directamente relacionados con la defensa y
marcaje del territorio e indirectamente relacionados con un mayor éxito
reproductivo. Ademas, dichos niveles aumentan cuando se encuentran en presencia
de otros machos y hembras, de forma que un macho que convive junto a dos o
mas hembras, tendrd mayores niveles de testosterona que aquel que no convive
con hembras (Kretzschmar et al., 2004; Christensen et al., 2009). La relacion entre
los niveles de andrdgenos y la territorialidad establece una conexion entre la
fisiologia y el comportamiento reproductivo en los machos de rinoceronte blanco
(Rachlow et al., 1998; Kretzschmar et al., 2004).
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En muchas especies, la variacion hormonal estd regulada por cambios
estacionales (Aguirre et al., 2007; Abaigar et al., 2010). El aumento de andrégenos
en los rinocerontes machos en libertad y los cambios conductuales coinciden con el
inicio de la estacion lluviosa (Kretzschmar et al., 2004), que en Sudafrica
corresponde a los meses entre Septiembre y Febrero, aproximadamente, mientras
que los niveles de testosterona y glucocorticoides caen durante la estacion seca o
invierno, debido posiblemente a la pérdida de masa corporal, como se ha visto en
algunos ungulados (Taillon y Co6té, 2008), sugiriendo un patron reproductivo
estacional aunque no demasiado estrictco en las poblaciones en libertad
(Kretzschmar et al., 2004). En cautividad, puesto que no existen esas fluctuaciones
estacionales en cuanto a la disposicion de la comida, depende principalmente de la
estructura social artificial en la que se encuentren, determinado por el niumero de
hembras y/o machos que convivan juntos y su estatus social dentro del grupo
(Hermes et al., 2005).

Mediante analisis hormonales en heces se han intentado dilucidar las causas del
fracaso reproductor y determinar si los prolongados periodos no reproductivos
afectan a la salud genital (Carlstead y Brown, 2005). El desarrollo de patologias
reproductivas y la inactividad ovarica en el rinoceronte blanco, son consecuencia de
la edad, ademas de estar relacionados con prolongados periodos no reproductivos.
Este proceso de envejecimiento en la asimetria de los érganos genitales se pueden

prevenir con la consecucion de, al menos, una gestacién (Hermes et al., 2006).

Entre otros indices potencialmente (tiles, que alun no se aplican en
determinadas especies, se encuentra la ciclicidad ovarica femenina (Mason y
Veasey, 2010), que la mayoria de estudios analiza en base a la determinacién de la
concentracion de progesterona y/o sus metabolitos en suero, plasma o heces, pues
sigue un patrén ciclico de concentracidon creciente desde la fase folicular a la fase
Iitea del ciclo estral (Hindle y Hodges 1990; Hindle et al., 1992; Heistermann et
al., 1998; Schwarzenberger et al., 1995, 1996b, 1998 y 2000b; Masunda et al.,
1999; Ostrowski et al., 2005; Hirata et al., 2009), pudiendo ademas, distinguir
entre hembras gestantes y no gestantes, asi como determinar la duracion de la
gestacidon en las distintas especies (Schwarzenberger et al., 1991 y 1995). Otros
autores, analizan la concentracion de estrogenos para determinar el inicio de la fase
folicular (Hesterman et al., 2008). El analisis conjunto de progestagenos y
estrogenos, resulta una herramienta fiable en la gran mayoria de especies, tanto
para la evaluacion de la funcionalidad del cuerpo liteo, como para la identificacion

de la duracién del ciclo estral o el andlisis de periodos de gestacidén
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(Schwarzenberger et al., 1991, 1995 y 1996b). Otros autores se basan en el
analisis de andrdgenos, precursores de los estrogenos, como indicadores de la fase
folicular, pues en algunas especies, la determinacion de estrégenos no ha resultado
demasiado fiable (Schwarzenberger et al., 2004; Hirata et al., 2009). Por otro lado,
se han encontrado evidencias que apoyan que la proporcion entre andrdgenos vy
estrogenos determina el sexo gonadal en todas las especies del reino animal
(Tiwary y Li, 2009).

Sin embargo, existen otros factores que también intervienen en la reproduccion
de estos animales, pues con excesiva frecuencia fallan los diversos intentos de
reproduccion en cautividad (Gunn et al., 1998; Rieches, 1998; Schwarzenberger et
al., 1999). El estrés debido a las relaciones sociales de los grupos artificiales
formados en cautividad, las deficiencias nutricionales o la falta de variacion
estacional en el suministro de alimentos, pueden influenciar en el balance hormonal
y pueden llegar a causar infertilidad tanto en machos como en hembras (Gunn et
al., 1998).

Uno de los principales problemas de los animales en cautividad estriba en que
disponen de demasiado tiempo libre ya que no se enfrentan a los retos que les
propone la naturaleza debido a que se les suministra todo lo que necesitan. Por
ello, pueden desarrollar conductas aberrantes que no se darian nunca en libertad,
provocandoles estrés, agresion o miedo, disminuyendo su estado de salud tanto
fisico como psicoldgico (Menargues et al., 2006; Schwarzenberger, 2007b).
Ademas, la complejidad que presentan y la gran variedad de causas por las que se
modifican sus conductas naturales, alterando sus ciclos bioldgicos, dificulta su
optima reproduccion en cautividad (Schwarzenberger et al., 1999; Hermes et al.,
2004; Carlstead y Brown, 2005).

Para la evaluacion del comportamiento, tanto en los rinocerontes alojados en
reservas naturales como en los de parques zooldgicos, se tiene en cuenta la edad,
el sexo, el tamafo y todo tipo de enriquecimiento que se aplica por parte de los
cuidadores del parque (Freeman et al., 2010). También resulta importante la
comunicaciéon mediante sonidos o gestos, que indica el estado tanto emocional
como reproductivo del animal (Carlstead y Brown, 2005; Soltis, 2010). Para
analizar los comportamientos especificos de los rinocerontes blancos salvajes,
Owen-Smith (1973) cred un etograma de comportamiento que ya ha sido utilizado
por diversos autores (Metrione, 2005; Metrione et al., 2007; Swaisgood et al.,
2006) y que ha sido adaptado para emplearlo en la valoracion del comportamiento

de los rinocerontes blancos salvajes de este estudio de Tesis Doctoral.
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La mayoria de los estudios utilizan los indices de bienestar, en base a los
resultados de corticosteroides y el comportamiento estereotipado (Carlstead vy
Brown, 2005). La medida de los glucocorticoides ha sido probada como un
poderoso evaluador de la relacion entre los estresantes ambientales y la condicidn
del animal (Brousset et al., 2005; Chinnadurai et al., 2009; Sheriff et al., 2011;
Barrette et al., 2012; Vick et al., 2012). En los rinocerontes, se ha determinado que
el cortisol tiene mayor rango de respuesta que la corticosterona (Turner et al.,
2002) por ello, ya ha sido empleada la medida de cortisol como indicador de estrés
tanto en las distintas especies de rinoceronte (Schwarzenberger et al., 2000a;
Menargues et al., 2006) como en muchas otras especies animales (Barja et al.,
2008ay 2011; Ashley et al., 2011; Chelini, 2011).

Debido a la importancia que tiene la adaptacion de las especies a las nuevas
condiciones ambientales de un nuevo entorno (Kretzschmar et al., 2004), el
Bioparc de Valencia, donde hemos realizado parte de nuestro estudio, a diferencia
de otros parques zooldgicos convencionales, ha recreado lo mas fielmente posible
las condiciones del habitat natural de los animales, aportando diferentes tipos de
enriquecimiento en espacios mas amplios con un entorno muy similar a la sabana
africana: seleccionando la vegetacion, el agua vy la tierra incluso introduciendo otras
especies animales (cebras, antilopes,...) con las que suelen convivir en su habitat

natural.

Las hormonas tienen un papel crucial en la regulacién del comportamiento y
coordinan los procesos fisiolégicos de desarrollo en todos los organismos vivos,
interviniendo en la mediacion de los efectos genéticos y ambientales en los
fenotipos morfolégicos y de comportamiento (Wada, 2008; Urbanski, 2011).
Regulan la adquisicion, asimilacion y utilizacion de nutrientes para el crecimiento y
el metabolismo, el control de la gametogénesis y el comportamiento sexual,
ademas de ser mediadoras de las respuestas a cambios del ambiente, permitiendo

también la comunicacidn entre organismos (Denver et al., 2009).

Debido a la baja tasa de reproduccién natural en cautividad y a los diferentes
condicionantes que pueden alterar el estado tanto fisico como psicoldgico de tan
valiosos animales (Schwarzenberger, 2007b), se hace necesaria la elaboracion de
proyectos que determinen, evallen y estudien los distintos factores implicados en
dichos cambios, para mejorar su adaptacion y colaborar en su manejo y

conservacion.
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Hasta la fecha, no se han realizado estudios longitudinales que incluyan
simultaneamente poblaciones de rinoceronte blanco en tres habitats diferentes,
para poder monitorizar los perfiles hormonales en rinocerontes salvajes que
determinen la influencia del habitat y del estatus social, que podrian estar alterando
dichos perfiles en los grupos de rinocerontes mantenidos en cautividad. Un estudio
comparativo del comportamiento reproductor de los rinocerontes salvajes es
necesario para mejorar la reproduccion de los que se encuentran en cautividad.
Esto, podria ayudar ademas a mejorar la reproduccion de la criticamente
amenazada subespecie nortefia del rinoceronte blanco (Ceratotherium simum
cottoni), de la cual se estimaron tan solo seis individuos en 2006 en una Unica
poblacion de Africa, creyendo actualmente que podria estar extinta debido a la
ausencia de sefiales que confirmen su presencia. Los Ultimos cuatro ejemplares
considerados potencialmente reproductores, que se encontraban en cautividad,
fueron trasladados a una Reserva Natural en Kenia con la esperanza de estimular la

reproduccion en condiciones salvajes (Emslie, 2011).

El objetivo de este estudio es evaluar la influencia de los factores socio-
ambientales relacionados con las distintas condiciones de cautividad que presentan
tres poblaciones diferentes de rinoceronte blanco, mediante analisis hormonal en
heces y analisis del comportamiento. Para ello, se analizaran las heces de los
rinocerontes en cautividad (Zoo de Madrid) y semi-cautividad (Bioparc de Valencia)
durante un afio y durante la época de invierno y verano del mismo afio en los
rinocerontes blancos salvajes de una reserva sudafricana (Reserva de Mabula), lo
mas parecida posible a una poblacién en libertad segun la definicion de Leader-
Williams y colaboradores (1997), para finalmente determinar la influencia de los
factores socio-ambientales vy relacionarlo con las concentraciones de

glucocorticoides y hormonas sexuales (andrégenos, progestagenos y estrogenos).

Pensamos que nuestro estudio en el rinoceronte blanco aportara beneficios
importantes en su conservacion mediante la elucidaciéon de nueva informacién
acerca de su endocrinologia gonadal y adrenal, a través de la comparacion entre los
distintos habitats del estudio. La informacion adquirida sera util para mejorar
nuestro conocimiento acerca de su reproduccion y poder caracterizar su estado
social y reproductivo, ayudando asi a dilucidar las causas del fracaso reproductor de
los animales mantenidos en cautividad, informaciéon esencial para un exitoso

manejo de las poblaciones de rinoceronte blanco.
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OBJETIVOS

La hipotesis de nuestro estudio, es que los factores socio-ambientales,
determinados segun el tipo de habitat, alteran los ciclos bioldgicos del rinoceronte
blanco (Ceratotherium simum). Por ello, el principal objetivo de este proyecto de
Tesis Doctoral es estudiar y comparar entre los distintos habitats, los perfiles

hormonales en tres poblaciones de rinoceronte blanco:
= Cautividad: rinocerontes del Parque Zooldgico de Madrid.
= Semi-cautividad: rinocerontes del Bioparc de Valencia.
= Libertad: rinocerontes de una reserva natural de Sudafrica (Mabula).

Y determinar la relacion entre la endocrinologia gonadal y adrenal con los
factores ambientales y el comportamiento reproductivo, para aportar un mayor
conocimiento de lo que ocurre en dicha especie en su habitat natural y poder asi
mejorar su éxito reproductivo y bienestar en cautividad, ademas de mejorar el

manejo de las poblaciones. Para ello se proponen los siguientes objetivos:

1. Relacionar los niveles de glucocorticoides en heces con los factores socio-
ambientales segun el tipo de habitat en que se encuentra cada grupo de
rinocerontes (grupos sociales naturales/artificiales, época del afio, disposicion

del alimento, comportamiento, etc.). Para lograr este objetivo se realizara:

- Determinacién y validacién de los niveles de glucocorticoides mediante

técnicas no invasivas.

- Analisis de comportamiento social mediante observaciones in situ de cada

rinoceronte en su habitat.
- Estudio detallado de cada tipo de habitat.

- Valoracion de la influencia de la época del afo.
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2. Estudiar el comportamiento reproductivo y determinar las posibles causas del

fracaso reproductor. Para alcanzar este objetivo, se realizara:

- Medida de la concentracion de hormonas sexuales (andrdégenos,

estrogenos y progestagenos) mediante técnicas no invasivas.

- Andlisis de comportamiento social mediante observaciones in situ de cada

rinoceronte en su habitat y estudio detallado de cada tipo de habitat.

- Determinacion de la influencia estacional sobre las hormonas sexuales,

comparando los resultados entre los meses de invierno y verano.

3. Realizacién de un modelo de regresion logistica binaria para predecir el sexo
de los rinocerontes mediante la concentracién de andrégenos y estrogenos en

heces.
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II. Revision bibliogréfica

1. EL RINOCERONTE BLANCO

Sudafrica es el pais que alberga la mayor parte de la poblacién de esta especie,
estimandose actualmente en unos 18.800 individuos en libertad (93,2%). El mayor
problema al que se enfrenta esta especie en libertad es la caza furtiva, estando
catalogada como especie “casi amenazada” en la Lista Roja de Especies
Amenazadas desde el afio 2003 segun los ultimos datos del 2008 del IUCN
(International Union for Conservation of Nature). Debido a la creciente demanda
ilegal de su cuerno en el mercado oriental (apreciado principalmente para
ornamentacién y utilizado como falso afrodisiaco o como supuesto remedio de
diferentes enfermedades en la medicina tradicional oriental), en unos cinco afos
podria disminuir drasticamente el tamafio poblacional alcanzando el nivel de
especie “amenazada” o “en peligro de extincion” si no se toman las medidas

adecuadas al respecto (IUCN African Rhino Specialist Group, 2010; Emslie, 2011).

W T o H R

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Figura 1: Registro anual de rinocerontes asesinados debido a la caza furtiva en la Ultima década (South

African Department of Environmental Affairs, 2012; Annamiticus, 2012).

La drastica disminucidn que sufri6 esta especie al final del siglo XIX,
posiblemente generd una reduccion de la variabilidad genética, aunque aun no ha

sido investigado.
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La experiencia indica que los numerosos esfuerzos realizados en contra de la
caza furtiva en determinadas poblaciones, han podido mantener un nivel sostenible
de pérdidas, sin embargo, no todas las poblaciones reciben suficiente proteccidn y
los recortes presupuestarios en materia de conservacion del habitat y de las

especies, son una causa importante de preocupacion (Amin et al., 2006).

Los blancos mas faciles para los cazadores furtivos son aquellos rinocerontes
criados bajo cuidado humano que posteriormente han sido reintroducidos. Estos,
carecen de miedo al humano y son faciles de encontrar pues tenderan a situarse
cerca de zonas habitadas (Matipano, 2004). Pero a pesar de ser la caza furtiva el
mayor riesgo para las poblaciones de rinoceronte, no es el Unico. El deterioro
constante del habitat y un manejo inadecuado de las poblaciones, entre otros, son
aspectos importantes a destacar (Ogutu et al., 2012). Se debe realizar un estudio
detallado de la capacidad de carga de la zona y la optimizacién de recursos para
evitar la superpoblacién, la falta de alimento, las peleas y las enfermedades
(Bothma et al., 2004; Reid et al., 2007; Linklater y Swaisgood, 2008). También son
vulnerables las pequefias poblaciones de rinoceronte blanco que se encuentran
disgregadas en los diversos paises del sur de Africa, que debido a la alta endogamia
son sensibles a la pérdida de variabilidad genética y por tanto, a un declive

reproductor (Guerier et al., 2012).

Para salvar esta especie del comercio ilegal, éste, debe ser tratado como delito
grave y asignar los recursos suficientes, personal altamente capacitado y las
tecnologias apropiadas que permitan abordarlo con eficacia. El éxito en la lucha
contra este mercado ilegal requerird el compromiso de los gobiernos y las
organizaciones no gubernamentales asi como el apoyo de la sociedad (Bennett,
2011).

1.1. Clasificacion actual del rinoceronte

La familia de la que forman parte todos los rinocerontes actuales,
Rhinocerotidae, parece que tuvo su origen durante el Eoceno, hace
aproximadamente 50 millones de afos (Hutchins y Kreger, 2006; Kahlke y
Lacombat, 2008). En la actualidad sobreviven en el mundo tan solo cinco especies
de rinoceronte (Figura 1), estando la mayoria catalogadas en “peligro critico” segun
la clasificacion confeccionada por la Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (IUCN, 2008):
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Figura 2: Las cinco especies actuales de rinoceronte segun sus diferentes tamafos (adaptado de
WikipedianProlific, 2006).

= Rinoceronte de Java (Rhinoceros sondaicus): especie nativa de Indonesia
y Vietnam que cuenta con tres subespecies (R. sondaicus sondaicus, R.
sondaicus annamiticus y R. sondaicus inermis (extinta; Nowak, 1999). Los
ultimos registros estiman una poblacién actual entre 40-60 individuos, estando

catalogada en “peligro critico”.

= Rinoceronte de Sumatra (Dicerorhinus sumatrensis): especie nativa de
Indonesia (Malasia) que recoge tres subespecies (D. sumatrensis
lasiotis (probablemente extinto), D. sumatrensis sumatrensis y D. sumatrensis
harrissoni). Se estima una poblacion inferior a 275 individuos. Catalogado en

“peligro critico”.

= Rinoceronte Negro (Diceros bicornis): especie nativa de Angola, Kenia,
Mozambique, Namibia, Sudafrica, Tanzania y RepuUblica Unida de Zimbabwe
que cuenta con cuatro subespecies (D. bicornis bicornis, D. bicornis longipes
(extinta; Emslie, 2011), D. bicornis michaeli, D. bicornis minor). Registrados
actualmente 4.880 individuos aproximadamente y considerado en “peligro

critico”.

= Rinoceronte Indio (Unicornio indico) (Rhinoceros unicornis): nativo de
India y Nepal cuenta con unos 2.575 individuos aproximadamente. Catalogado

como “vulnerable”.
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= Rinoceronte Blanco (Ceratotherium simum): especie seleccionada para
nuestro estudio. Siendo la mas abundante, contando en la actualidad con unos
20.170 individuos, distribuidos por gran parte de Africa (Figura 3), su poblacidn
no esta exenta de riesgo estando catalogada como “casi amenazada” (IUCN;
WWF).

[ Posiblemente extinto

PR

Figura 3: Mapa de distribucion geografica del Rinoceronte Blanco (IUCN, 2008).

La clasificacion actual del rinoceronte blanco reconoce dos subespecies:

- Rinoceronte blanco surefio (C. simum simum): nativa de Botswana,
Kenia, Namibia, Sudafrica, Swazilandia, Zambia y Zimbabwe. Fue descrita
primeramente por Burchell en 1827 y ha sido la subespecie seleccionada

para nuestro estudio.

- Rinoceronte blanco nortefio (C. simun cottoni): se encuentra
principalmente en el norte de Africa, estando catalogada en “peligro critico”

contando con una poblacién inferior a 10 individuos.

Debido a diferencias tanto morfoléogicas como genéticas entre ambas
subespecies, algunos autores difieren sobre dicha clasificacién. Tal es el caso de
Groves y colaboradores, que en el afio 2010 publicaron un articulo en el que
consideraban que dichas subespecies, deberian ser clasificadas como especies
diferentes, pero su recomendacidon generd gran controversia por lo que no ha

llegado a ser reconocida universalmente (IUCN).
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1.2. Habitat y reproduccioén

El rinoceronte blanco predomina en zonas de sabana seca formando parte del
grupo de los herbivoros pasteadores poco selectivos con fermentacion cecal
(caudal), alimentandose principalmente de hierbas pero anadiendo a su dieta hojas
y raices segun necesidad (Perrin y Brereton-Stiles, 1999; Bothma et al., 2004;
Apps y Du Toit, 2006; Hutchins y Kreger, 2006; Pradhan et al., 2008).

De las cinco especies actuales de rinoceronte, el rinoceronte blanco es el mas
social y gregario (Hutchins y Kreger, 2006), de forma natural, aparece en pequefios
grupos familiares, que generalmente constan de un solo macho con varias hembras
y sus crias, existiendo escaso o nulo solapamiento entre los distintos grupos
(Tatman et al., 2000; Christensen et al., 2009). Pueden darse agrupaciones
mayores especialmente durante el invierno o estacion seca, que en Sudafrica
corresponde aproximadamente a los meses comprendidos entre Abril-Septiembre,
cuando escasea la comida. Durante los meses de verano o estacion lluviosa
(Octubre-Marzo), se encuentran mas dispersos: madres caminando junto a sus
crias; pequefios grupos de individuos sub-adultos de aproximadamente la misma
edad y generalmente emparentados; y machos adultos solitarios (Shrader y Owen-
Smith, 2002; Apps y Du Toit, 2006; Hutchins y Kreger, 2006; Bothma y Du Toit,
2010).

La relacion social mas fuerte que ocurre en los rinocerontes, es la que se
establece entre una hembra y su cria mas joven (Hutchins y Kreger, 2006)
mientras que los machos adultos reproductores son animales solitarios que
defienden satisfactoriamente su territorio de cualquier otro macho adulto que
intente pasar, pudiendo llegar a permitir la presencia de otros machos jovenes
(Owen-Smith, 1971 y 2004; Kretzschmar et al., 2004; Stgen et al., 2009). Las
hembras pueden moverse libremente hasta en siete territorios diferentes, pero
suelen quedarse la mayor parte del tiempo en uno o dos territorios adyacentes
(Owen-Smith, 1973 y 1975, Estes, 1992), ocupando zonas de aproximadamente 20

2, siendo el area principal de 5 km? que eligen, generalmente, segln la

km
abundancia de alimento. Aunque se encuentran en diferentes tipos de habitat, se
ha visto un seleccion positiva de unos tipos frente a otros, preferentemente
pastizales (Tatman et al., 2000). Mientras los machos marcan territorios de tamafio
parecido al area principal de las hembras, éstos, parecen elegir su territorio
también en base a la cantidad del alimento, para tener un mayor numero de

hembras en su territorio y aumentar asi su éxito reproductivo (White et al., 2007b).

- 37 -



II. Revision bibliografica

Sin embargo, en alguna especie de rinoceronte, como el rinoceronte negro, se han
encontrado evidencias de una mayor dispersion de los machos frente a las hembras
(Van Coeverden et al., 2011).

Cabe destacar, que en los rinocerontes la vista no estd muy desarrollada
(Owen-Smith, 1971) (son incapaces de diferenciar a una persona inmovil a mas de
30 metros), siendo el olfato y el oido sus sentidos mas desarrollados: su tejido
olfativo supera el tamafio de su cerebro y sus orejas tubulares pueden rotar de
forma independiente en direccion al sonido (IRF, International Rhino Foundation).
Por ello, para marcar territorio en el caso de los machos, y para avisar del
momento del ciclo en que se encuentran las hembras, esparcen sus olores tanto de
orina como de heces de diversas maneras: disgregando las heces con las patas
traseras o realizando marcas de orina con excavacion en tierra, entre otras
(Kretzschmar et al., 2004). Ademas, se ha visto que los rinocerontes tienden a
defecar cerca del excremento de otro rinoceronte, siendo también mas habitual,
encontrar sus rastros cerca de los bordes o caminos de las reservas naturales,

donde advierten de su presencia (Laurie, 1982; Hutchins y Kreger, 2006).

Todas las especies de rinoceronte son poligamas, de estrategia sexual poliginica
(Garnier et al., 2001) y poliandrica, donde ambos sexos buscan multiples
compafieros sexuales (Owen-Smith, 2004; Hutchins y Kreger, 2006). La edad fértil
en las hembras de rinoceronte comienza entre los 6-7 anos de edad, y se estima
que termina a los 30-35 afios de edad, siendo su esperanza de vida en libertad de
apoximadamente 40 anos (Owen-Smith, 1988). Después de 16 meses de
gestacion, paren una cria de aproximadamente 40 kg de peso que pasan su primer
afo de vida mamando de la madre (Player y Feely, 1960; Owen-Smith, 1973;
Estes, 1992; White et al., 2007a). A diferencia de las hembras, los machos no
cuidan de la cria. Persiguen a la hembra durante dos semanas antes de que se
produzca el apareamiento y la abandonan dos dias después (Owen-Smith, 1973 vy
1975). La eleccién de una pareja por parte de la hembra ocurre en aquellas
especies en las que las hembras invierten mas tiempo y energia en cuidar a su
descendencia que los machos (Trivers, 1972). La alta inversion de recursos en una
cria, reduce el potencial de la hembra para tener otra (Partridge y Halliday, 1984),
lo cual genera un conflicto para la hembra, que de acuerdo con la teoria de la
evolucion de Darwin, los individuos pretenden aumentar el numero de
descendientes directos (adecuaciéon Darwiniana) o de los genes que pasan a su

descendencia (adecuacién inclusiva, Hamilton, 1964).
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Es posible, que las hembras hayan desarrollado una cierta estrategia para
solucionar este conflicto (Kretzschmar, 2002). Una de estas estrategias, es la
seleccion de la mejor pareja de acuerdo con beneficios directos materiales o
beneficios indirectos genéticos (Andersson, 1994; Mgller y Jennions, 2001), a la
hora de elegir, parece que las hembras prefieren al macho de mayor y mejor
condicion corporal, incluyendo un cuerno de mayor longitud (Kretzschmar et al.,
2004). La hembra puede adquirir beneficios directos si el macho posee un territorio
de reproducciéon de alta calidad, si muestra un comportamiento efectivo hacia los
depredadores, si la protege del acoso de otros machos, o simplemente por la
ausencia de enfermedades de transmisidon directa (Byers et al., 1994; Klein et al.,
1999; Mgller y Jennions, 2001; Kretzschmar, 2002). Los beneficios indirectos
ocurren cuando el macho seleccionado tiene genes que contribuyen a la
supervivencia y habilidad reproductora de la descendencia (Fisher, 1999; Norris y
Lopez, 2011). La alta inversién de recursos que realiza la hembra de rinoceronte
blanco en la cria y la baja inversidon que efectla el macho, sugiere que en esta

especie existe dicha seleccién de la pareja por parte de las hembras.

1.3. Comportamiento

Para la evaluacion del comportamiento, tanto en los rinocerontes alojados en
reservas como en los de parques zoologicos, se tiene en cuenta la edad, el sexo, el
tamafio, el origen (cautividad, salvaje) y las frecuencias y duraciones de los
diversos tipos de conductas que presentan (Carlstead et al., 1999b; Freeman et al.,
2010). También resulta importante la comunicacion por contacto y mediante
sonidos, que indican tanto el estado emocional como reproductivo del animal
(Carlstead y Brown, 2005; Cinkova y Kretzschmar, 2010; Soltis, 2010).

El manejo juega un papel primordial, en cuya evaluacion se cubren: respuestas
conductuales y cognitivas (apatia, dominancia, comportamiento olfativo,
agresividad, comportamiento estereotipado); respuestas fisiolégicas (respuestas
simpaticas, secreciéon de corticosteroides); posibles efectos negativos del estrés
prolongado en la reproduccién (reduccién de la gametogénesis, baja libido, atencién
materna deficiente, etc.) y la salud (peor cicatrizacidn, altas tasas de enfermedad,
menor esperanza de vida) (Carlstead et al., 1999b; Carlstead y Brown, 2005;

Mason y Veasey, 2010).
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Los comportamientos especificos analizados en los rinocerontes salvajes son

identificados mediante un etograma de comportamiento de rinoceronte blanco
salvaje, definido por Owen-Smith en 1973 y que ya ha sido utilizado por diversos

autores (Metrione, 2005; Metrione et al., 2007; Swaisgood et al., 2006) (Tabla 1).

COMPORTAMIENTO O
VOCALIZACION

INTENCION,
PROPOSITO

DESCRIPCION

Bufido (Snort)

Aviso leve "mantente

alejado”

Inhalacion o exhalacion nasal

Grufido (Snarl)

Aviso mas fuerte para

mantener las distancias

Rugido aspero, breve o mantenido, con
la boca abierta, la cabeza elevada y las

orejas hacia atras

Resoplido, jadeo (Pant)

Buscar contacto o mantener

una comunicacion

Exhalacion o inhalacién profunda de
pecho

“Hic” (vocalizacién)

Intento de cortejo del macho

Repetitivas exhalaciones sibilantes con

un “roncus” al inicio de cada inhalacién

Chillido agudo (Squeal)

La accidén de un macho hacia
una hembra, dentro del

contexto de territorialidad

Tono agudo que va perdiendo fuerza,
pudiendo convertirse en un gemido
silbante (singing)

Grito (Shriek)

Evitacion de un ataque

Intenso, estridente. Orejas hacia atras,

cabeza inclinada hacia delante

Gimoteo, quejido (Whine)

Crias buscando la ubre o
adolescentes moviéndose

hacia sus compafieros

Tono fino como un maullido, cambiando

el tono

Chirrido (Squeak)

Senfal de distrés de la cria

Brusco y agudo

Jadeo (Gas-puff)

Respuesta a un sobresalto

Inhalacién o exhalacion repentina

Orejas fijas hacia atras

Comportamiento para

aumentar las distancias

Orejas gachas hacia atras, acompafnado

de empuje de cabeza y bufido o grunido.

Pasos de avance

Aviso mas poderoso que el
uso de un bufido o grufido,

para alejar al contrario

Pasos rapidos hacia el receptor al
tiempo que vocaliza un bufido, grufiido o
chillido

Golpe de cuerno (horn prod)

Movimiento ritualizado de

ataque

Cabeza agachada seguido de un

movimiento hacia arriba dando golpes.

Choque de cuernos

Gesto para evitar enzarzarse

con el contrario

Cuerno bajo paralelo al suelo, golpea de
lado hacia el atacante

Carga

Comportamiento de

intimidacion

Avance rapido

Balanceo vertical de cabeza

Invitacidon a jugar y sefial de

excitacion

Movimientos rapidos de cabeza arriba y

abajo

Muestra del lateral

Acto de apaciguamiento

Giro de cabeza evitando al otro

Cuerno contra cuerno fijo,

mantenido

Comportamiento de

intimidacion

Choque de cuernos entre dos machos,
manteniendo la fuerza, cabezas elevadas

y orejas hacia delante
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COMPORTAMIENTO O INTENCI()N, ,
. . DESCRIPCION
VOCALIZACION PROPOSITO
Asercion de la presencia o Cuerpo ladeado, movimientos del cuerno
Frota cuerno
estatus contra el suelo
£ b Relacionado con la deposicién Arrastrando las patas delanteras o
scarba
de marcas olfativas traseras, nariz presionando el suelo
] N o Movimientos lentos y relajados que
Encuentro nasal Para identificar individuos ] )
permiten el contacto de las narices
) Golpes con el cuerno, directos sobre el
Ataque Echar al adversario . o,
cuerpo del adversario, empujandolo
Luch Oponentes que intentan Gestos de ataque de los dos oponentes,
ucha
expulsarse el uno al otro pelea
y o . Expresion de un vinculo cercano
Aceptacién de contacto fisico Para fortalecer vinculos ) L ]
mediante contacto fisico no agresivo
Olisqueo de orina o heces. Puede estar
Olfateo de orina/heces Identificacion seguido de un movimiento de retraccién
del labio superior (flehmen)
i El macho huele la vagina de la hembra.
) Identificacion del estro, . o
Olfateo de la vagina e Puede estar seguido de un movimiento
cortejo
retractor del labio superior (flehmen)
Descanso de la barbilla, . El macho apoya su cabeza en el lomo de
i Cortejo
menton la hembra
El macho se coloca a horcajadas sobre el
Monta Reproduccién lomo de la hembra, manteniéndose

sobre sus patas traseras

Tabla 1: Etograma de comportamiento especifico del rinoceronte blanco salvaje (adaptado de Owen-
Smith, 1973; Metrione y Harder, 2011).

El bienestar de los animales implica estados como "sufrimiento" o "satisfaccion"
que podemos deducir, pero no se puede medir directamente. Los indices de
bienestar se han desarrollado a partir de dos fuentes principales: estudios en los
seres humanos que sufren y en los animales de investigacion, deliberadamente
sometidos a los retos que se sabe afectan el estado emocional (Mason y Veasey,
2010).

Uno de los principales problemas de los animales en cautividad estriba en que
disponen de demasiado tiempo libre, ya que no se enfrentan a los retos que les
propone la naturaleza debido a que se les suministra todo lo que necesitan. Por
ello, pueden desarrollar conductas aberrantes que no se darian nunca en libertad,
provocandoles estrés, agresion o miedo, disminuyendo su estado de salud tanto
fisico como psicoldgico (Cinkova, 2006; Menargues et al., 2006; Schwarzenberger,
2007b). Ademas, la complejidad que presentan y la gran variedad de causas por las

que se modifican sus conductas naturales, alterando el ciclo bioldgico adecuado
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para su reproduccién, dificulta su optima reproducciéon en cautiverio siendo muy
bajas sus tasas reproductivas (Schwarzenberger et al., 1999; Hermes, et al., 2004;
Carlstead y Brown, 2005) y que aun no han sido clarificadas completamente. Por
ello, se siguen investigando y desarrollando diferentes técnicas de enriquecimiento
ambiental para progresar en el conocimiento de tan valiosa especie, y en definitiva,

mejorar su bienestar y calidad de vida en cautividad.

En los ultimos afios, las técnicas no invasivas para la determinacion hormonal
estan cobrando gran importancia, por su facil obtencién en poblaciones salvajes y
los valiosos datos que aportan para un optimo manejo (Monfort, 2003). Mediante
analisis hormonales en heces se han intentado dilucidar tanto las causas del fracaso
reproductor (Carlstead y Brown, 2005; Schwarzenberger, 2007a; Roth, 2006),
como la evaluacién de la respuesta al estrés y como los animales perciben y se

adaptan a su entorno (Sheriff et al., 2011).

1.3.1. Comportamiento social y niveles hormonales

El papel de las hormonas en el desarrollo del comportamiento animal es un
tema de gran interés en la actualidad. El papel mas conocido es el de los
andrdégenos, pues una amplia variedad de conductas animales son andrdégeno-
dependientes, como el comportamiento sexual, conductas agresivas y el rango
social (Rubinow y Schmidt, 1996). Sin embargo, menos claro esta el papel de otras
hormonas. Es conocido que las situaciones de conflicto social alteran la actividad de
los péptidos opioides, de la CRH (hormona liberadora de corticotropina) y de la
vasopresina. Y se cree que la liberacion de catecolaminas disminuye el umbral para
que se desencadene la conducta agresiva, desarrollandose en este caso una

agresividad defensiva (Mickzek y Oliver, 1998).

Los estudios sobre los efectos de los andrégenos en el comportamiento animal
conducen a varias conclusiones: primero, los andrdégenos pueden influir en el
comportamiento mediante efectos organizadores y/o activadores sobre la
agresividad de tipo ofensivo, dentro de la cual estarian incluidas la agresividad por
dominancia, la intraespecifica o la territorial (Mickzek y Oliver, 1998; Vasadze et
al., 2007); en segundo lugar, la relacion entre los andrégenos y el comportamiento
se vuelve mas compleja a medida que avanzamos en la escala evolutiva y
finalmente, los resultados a veces son contradictorios, dependiendo de Ia

experiencia pasada y los factores sociales (Rubinow y Schmidt, 1996).
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En resumen, las conductas ofensivas estarian moduladas por los andrdgenos
circulantes, mientras que las conductas defensivas parecen estarlo por

catecolaminas y glucocorticoides (Dantzer y Salalin, 1992).

De esta manera se ha observado que, en primates, la estimulacidn persistente
del eje corticotropo afecta al poder reproductor de los individuos. Asi, los animales
bajo presion (animales subordinados) suprimen su reproduccion, observandose

inhibicion de la funcion ovarica y abortos (Wallner et al., 1999).

En los rinocerontes, los machos alfa tienden a tener concentraciones mas
elevadas de andrdgenos respecto a los machos beta (Christensen et al., 2009), sin
embargo, no presentan diferencias significativas en cuanto al tamafio corporal
(Rachlow et al., 1998). Los machos no territoriales, adoptan un estatus de
subordinado hasta que pueden adquirir su propio territorio (Owen-Smith, 1971,
1973 y 1975; Rachlow et al., 1998; Christensen et al., 2009). Si el rango social
estd relacionado con los niveles de andrdgenos, esto tiene otros costes asociados,
como por ejemplo, concentraciones elevadas de andrégenos pueden comprometer
el sistema inmune (Wingfield et al., 2001). Ademas, en otras especies animales,
diversos autores indican que los animales dominantes, son los que presentan un
nivel superior de glucocorticoides en heces respecto a los animales subordinados,
atribuyéndolo a las interacciones agresivas en las que los animales dominantes se
ven envueltos para mantener su dominancia (Monfort et al., 1998; Abbott et al.,
2003; Creel, 2005; Barja et al., 2008a).

1.3.2. Comportamiento reproductor y niveles hormonales

En muchos animales, los comportamientos agresivos se relacionan con los
periodos reproductores (particularmente en especies reproductoras estacionales) y
con el incremento asociado que se produce de testosterona (Bouissou, 1983). En
los rinocerontes de las reservas de Sudafrica, se ha observado que el aumento de
andrdgenos en los machos y los cambios conductuales coinciden con el inicio de la
estacién lluviosa (Septiembre-Febrero), sugiriendo un patron reproductivo
estacional aunque no demasiado estricto. Ademas, dichos niveles aumentan si se
encuentran en presencia de otros machos y hembras. Sin embargo, el aumento de
testosterona que se produce en los machos, parece estar directamente relacionado
con la defensa y marcaje del territorio e indirectamente relacionado con un mayor

éxito reproductivo (Kretzschmar et al., 2004; Christensen et al., 2009).
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La falta de alimento que se produce en los animales en libertad segln la época
del afio en la que se encuentren, es considerada como uno de los factores
estresantes que mas impacto tiene sobre su reproduccién (Norris y Lopez, 2011).
En cautividad, no existen esas fluctuaciones estacionales en cuanto a la disposicién
de la comida, por lo que la reproduccion, depende en parte de la estructura social
artificial en la que se encuentren, determinado por el nimero de hembras y/o
machos que convivan juntos y su “condicion” dentro del grupo (Hermes et al.,
2005; Metrione et al., 2007). De esta forma, por ejemplo, un macho que convive
junto a dos o mas hembras, tendréd mayores niveles de testosterona que aquel que
no tiene hembras (Christensen et al., 2009). Es por todo esto, que en algunos
programas de reproduccion en cautividad del rinoceronte blanco, se hace necesaria
la existencia de un macho “encelador”, el cual active con su presencia el
comportamiento sexual masculino y a su vez estimule a las hembras, para poder

culminar en la copula (Kretzschmar et al., 2004; Christensen et al., 2009).

Mediante la determinacion de la concentracién de metabolitos de progesterona,
se puede caracterizar la fase |Utea, pues se produce un rapido aumento de su
concentracion (Kock et al., 1991; Schwarzenberger et al., 1998; Graham et al.,
2001), siendo también un poderoso indicador de la gestaciéon puesto que dichos
niveles se elevan drasticamente (Berkeley et al., 1997; Garnier et al., 1998; Patton
et al., 1999; Schwarzenberger et al., 1996b; Schwarzenberger et al., 2000b;
MacDonald et al., 2008). Ademas, la concentracién de estrégenos, pero también la
determinacion de andrégenos, son fieles indicadores de la fase folicular y se
mantienen en niveles basales durante la gestacion (Schwarzenberger et al., 1996b
y 2000b), pudiendo ser utilizados como referencia de ciclos ovulatorios (Kassam y
Lasley, 1981; Kock et al., 1991).

Los patrones de los ciclos reproductivos en las hembras de rinoceronte
presentan una gran variacion individual (Schwarzenberger et al., 1998), ademas de
ser diferentes incluso dentro de las cinco especies de rinoceronte (Hermes et al.,
2007). De esta forma, se ha visto una duracién de 21-25 dias en el rinoceronte de
Sumatra (Heistermann et al., 1998; Roth et al., 2001), 27 dias en el rinoceronte
negro (Schwarzenberger et al., 1993; Berkeley et al., 1997; Brown et al., 2001;
Lance et al., 2001; Radcliffe et al., 2001; Garnier et al., 2002), 30-35 dias o0 65-70
dias en el rinoceronte blanco (Hindle et al., 1992; Radcliffe et al., 1997;
Schwarzenberger et al., 1998; Patton et al., 1999; Brown et al., 2001) y 43-48 dias
en el rinoceronte Indio (Kassam y Lasley, 1981; Schwarzenberger et al., 2000b;
Gomez et al., 2004; Stoops et al., 2004).
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Para el caso concreto del rinoceronte blanco, Patton y colaboradores
propusieron en 1999, mediante la determinacion de los metabolitos de
progesterona en extractos fecales y observando sus patrones de comportamiento
reproductivo, que la duracion tipica del ciclo estral en esta especie, es aquella que

tiene aproximadamente un mes de duracion, existiendo dos grupos principales:
1. Ciclo estral tipico: de aproximadamente 4 semanas de duracion.

2. Ciclo estral de unas 8 semanas con una fase lUtea de casi el doble de
duracion respecto al grupo anterior. Estos ciclos fueron menos frecuentes e incluso

algunos parecian aberrantes.

El estudio mas reciente acerca de la duracidn del ciclo estral en esta especie,
sugiere dos tipos principales de ciclos: aquellos que duran 4 semanas y los que
duran 10 semanas (Hermes et al., 2012), aunque se cree que solo los ciclos cortos
son los fértiles, mientras que los ciclos largos parecen estar asociados con el

envejecimiento reproductivo (Hermes et al., 2007).

La mayoria de los rinocerontes que se mantienen en cautividad presentan largos
periodos anovulatorios sin actividad del cuerpo lUteo, lo que parece ser causa
principal de su baja tasa reproductora en cautividad (Hermes et al., 2007 y 2012).
También influye el desarrollo de patologias reproductivas y la inactividad ovarica,
que son consecuencia de la edad, ademas de estar relacionado con prolongados
periodos no reproductivos (Carlstead y Brown, 2005). Este proceso de
envejecimiento de los érganos genitales se pueden prevenir con la consecucion de,

al menos, una gestacion (Hermes et al., 2006).

En las hembras de todos los mamiferos en general, las respuestas inmunes
juegan un papel importante en cuanto a la reproduccidon, pues en caso de
enfermedad, se produce un bloqueo de la gestacion mediante distintas vias:
reduciendo su motivacion para que se produzca el cruzamiento; reduciendo la
atraccion de los machos hacia las hembras; e interrumpiendo los eventos
hormonales necesarios para que se produzca una gestacion exitosa (Norris y Lopez,
2011).
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1.3.3. Evaluacion de la respuesta de adaptacion

Cuando se produce una situacion de estrés el organismo sufre una serie de
cambios internos para adaptarse a esa nueva situacion. La respuesta es
fundamentalmente neuroendocrina, con una activacion del sistema simpatico-
adrenomedular, que conlleva la liberacidon de catecolaminas y del eje corticotropo,
con la liberacién de hormonas adrenales que inducen cambios en el metabolismo
y/o regulacidon idnica, que trabajan para combatir los factores fisioldgicos y
psicolégicos para eliminar o neutralizar el estimulo estresante (Chacén, 2004;
Reeder y Kramer, 2005; Norris, 2007).

El analisis de los niveles de glucocorticoides es un componente esencial en la
evaluacion de la respuesta al estrés, que aunque debe considerarse junto a otros
parametros, ofrece una considerable informacién de como los animales perciben y
se adaptan a su entorno, siendo ademas una medida indirecta del bienestar animal
(Schwarzenberger et al., 2000a; Reeder y Kramer, 2005; Sheriff et al., 2011).

La determinacion de cortisol tiene mucho interés para valorar la respuesta de un
animal tanto para un estrés agudo como frente a un estrés que actle de forma

cronica (Figura 4):

= Tras la accidon de un estimulo agudo o la inyeccidén intravenosa de ACTH
(hormona adrenocorticotropa) se produce un aumento de la cortisolemia, que
alcanza un pico maximo que luego vuelve a niveles basales (Wasser et al.,
2000; Turner et al., 2002; Norris, 2007; Metrione y Harder, 2011).

= Sj la accion del estimulo es cronica, la cortisolemia puede estar elevada o
ser normal, dependiendo del efecto de retrofuncionalidad, por lo que
Unicamente la aplicacion de una prueba dinamica permitira valorar la capacidad

de respuesta adrenocortical (Borell y Ladewing, 1989; Chacdn 2004).

Bajo estrés crénico o una habituacién al estimulo estresante, la respuesta del
eje hipotalamo-hipofisis-adrenal del animal esta disminuida (Ostrander et al., 2006;
Cyr y Romero, 2008; Petrowski et al., 2012) y la elevada concentracion de
glucocorticoides mantenida durante largos periodos de tiempo, puede tener efectos
perjudiciales para el animal (Rothschild et al., 2008) ya que se produce una
hipertrofia de la glandula adrenal que provoca una pérdida de masa corporal,

pérdida de actividad reproductora e inmunosupresién (Norris, 2007).
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Figura 4: Eje hipotalamo-hipodfisis-adrenal (HPA). Efecto de la influencia del “feed-back” negativo
producido bajo estrés agudo, comparado con el producido bajo estrés crénico y las consecuencias
principales que se producen en el organismo bajo la accién de agentes estresantes (Figura adaptada de
Sheriff et al., 2011).

Si se quiere evaluar el estado de bienestar de un animal, al mismo tiempo que
se determina la concentracion de cortisol, es necesario tener en cuenta otros
parametros, como el patrén de comportamiento (conducta agresiva, estereotipos,
comportamiento apatico), el estado de salud y la productividad ya que son
numerosos los estimulos capaces de desencadenar respuestas de estrés en los
2011).

ampliamente estudiados, siendo la determinacion del cortisol un parametro de gran

animales (Sheriff et al., Los efectos de estos estimulos han sido
interés (Rothschild et al., 2008; Barja et al., 2011). En el caso de los rinocerontes,
entre otras especies animales, se sabe que existen diversas situaciones, como el
transporte o la traslocacion de ejemplares, que actian como factores estresantes
para los animales, aumentando los niveles de glucocorticoides (Turner et al., 2002;
Linklater et al., 2010).
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Por otro lado cada vez es mas habitual valorar la respuesta del eje corticotropo
a diferentes estimulos estresantes mediante la determinaciéon del cortisol o sus
metabolitos en diversas muestras fisioldgicas como son la saliva, orina, heces y la
leche (Gomez et al., 2004; Bayazit, 2009; Konjevic et al., 2011), cobrando cada dia
mas importancia la determinacion en heces por su facilidad para el manejo de

poblaciones de animales salvajes (Flauger et al., 2010).
2. HORMONAS ESTEROIDES

Las hormonas esteroides poseen importantes funciones reguladoras en una
amplia variedad de procesos bioldgicos incluyendo la reproduccion, la
diferenciacion, el desarrollo, la proliferacidon celular, la apotosis, la inflamacion, el
metabolismo, la homeostasis, y la funcién cerebral (Tsai y O Malley, 1994;
Edwards, 2005). Muchos de sus efectos se deben a la unién con su receptor, que
mediados a través de la modulacion de la expresion génica, se producen con un
retraso de horas o incluso dias. Sin embargo, se han identificado otras respuestas a
los esteroides que siguen rutas no gendmicas y por lo tanto son mucho mas
rapidas, ocurriendo en cuestion de segundos o minutos (Rubinow y Schmidt, 1996;
Lésel y Wehling, 2003; Edwards, 2005).

2.1. Sintesis, regulacion y metabolismo de las hormonas esteroides

El esteroide mas abundante y conocido es el colesterol (Figura 6), precursor de
moléculas tan importantes como los acidos biliares, las hormonas esteroides o la
vitamina D. El colesterol proviene principalmente de la sintesis enddgena en el
higado y en menor proporcion por la ingesta de colesterol en la dieta (Norris,
2007).

HiC H

Figura 5: Molécula de colesterol.
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Existen muchos esteroides de distinta naturaleza, pero todos ellos poseen un
nucleo comun, el ciclopentano perhidrofenantreno, formado por cuatro anillos que
se nombran con las letras A, B, C y D. Los distintos esteroides se diferencian por la
naturaleza y posiciéon de los sustituyentes, ademas de variar en el nimero de
atomos de carbono que poseen. De esta forma, los estrogenos son compuestos de
18 atomos de carbono, mientras que los andrdégenos poseen 19 y tanto los

corticoides como los progestagenos tienen 21 atomos de carbono (Norris, 2007).

El primer paso para la sintesis de todas las hormonas esteroides, es la
conversion del colesterol en pregnenolona (Figura 6). El colesterol puede proceder
de la sintesis intracelular a partir del acetato, de los ésteres de colesterol
almacenados en las gotas lipidicas citoplasmaticas o bien, es transportado en la
sangre unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL), que son captadas por la célula
esteroidogénica, gracias a la existencia de receptores especificos para dichas
proteinas. Los ésteres de colesterol se hidrolizan, y el colesterol libre es
transportado desde el citoplasma a la membrana externa de la mitocondria (Gruber
et al., 2002). Mediante una proteina especifica (StAR, steroidogenic acute
regulatory protein) pasa a la membrana mitocondrial interna (Jameson, 2007)
donde una desmolasa produce la escisién de la cadena lateral dando lugar a la
pregnenolona, que es el precursor comun de todas las vias esteroidogénicas. La
pregenenolona pasa al reticulo endoplasmatico liso, donde gracias a una serie de
transformaciones enzimaticas, se van sintetizando todas las hormonas esteroides
(Moreno et al., 2011). Las enzimas para la biosintesis de esteroides estan
localizadas en el reticulo endoplasmatico liso (REL) o en las mitocondrias. Puesto
que los esteroides pueden atravesar facilmente las membranas bioldgicas, no
pueden ser almacenados en el interior de las células y por lo tanto, se sintetizan a
solicitud (Moyes y Schulte, 2007).

Los esteroides forman tres clases principales de hormonas en los vertebrados:
los mineralocorticoides, los glucocorticoides y las hormonas sexuales (Moyes y
Schulte, 2007).
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Figura 6: Molécula de pregnenolona.

Las hormonas esteroides son principalmente sintetizadas en el higado
(colesterol), en las gonadas (estrégenos, andrégenos y progesterona), en la
placenta (estréogenos y progesterona), en la corteza adrenal (corticosteroides y
andrdégenos) y en el cerebro (neuroesteroides). Existen, sin embargo, dos rutas
principales para su formacién, por un lado la ruta de los esteroides adrenales (eje
hipotalamo-hipodfisis-adrenal) y por otro, los gonadales (eje hipotalamo-hipdfisis-
gonadal) (Norris, 2007; Salvador, 2012). De forma general, esta regulacién de la
sintesis de esteroides, depende de sefales constituidas por hormonas proteicas
(Guzman et al., 2010):

= Hormona corticotropa (CRH) y hormona adrenocorticotropa (ACTH) en el

caso de glucocorticoides.

= Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), hormona luteinizante (LH) y

hormona foliculo estimulante (FSH) en el caso de las hormonas sexuales.

Sin embargo, este no es el Unico mecanismo de la via esteroidogénica, pues se
ha observado que los ejes neuroendocrinos también interaccionan con el sistema
inmune. Esta comunicacién bidireccional se establece porque los esteroides pueden
regular algunas funciones del sistema inmune y viceversa, moléculas secretadas
por el sistema inmune, pueden modular la sintesis de esteroides (Sandi et al.,
1989), como es el caso de las citoquinas, cuyas acciones incluyen desde la
activacion y proliferacion de células inmunoldgicas, hasta la mediacion de la
respuesta inflamatoria y regulacion de la esteroidogénesis adrenal, gonadal vy
neural (Norris, 2007; Guzman et al., 2010).
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localizadas

cranealmente a cada rifion. Cada glandula adrenal, esta constituida por una corteza

y una médula, ambas zonas constituyen tejidos endocrinos con distinta estructura,

accion y tejido embrionario pero compartiendo una misma funcion: intervenir en la

adaptacion del individuo al medio ambiente que le rodea (Moreno et al., 2011;

Sheriff et al., 2011). La médula supone el 20% de la glandula mientras que la

corteza supone el 80%, siendo la encargada de la produccién de las hormonas

esteroides: glucocorticoides, mineralocorticoides y hormonas sexuales. A su vez, la

corteza se divide en tres capas (Figura 7): la zona glomerular es la mas superficial

y encargada de la secrecion de aldosterona; la zona intermedia, llamada fascicular,

es la responsable de la sintesis de cortisol y de andrdogenos en menor proporcion; la

zona reticular, la mas interna, sintetiza andrégenos y algo de cortisol (Norris, 2007;
Moreno et al., 2011).

____capsula

zona glomerulosa
zona fasciculada
zona reticular

“médula

corteza

+

médula )
meédula:

catecolaminas

Vena medular

corteza

zona glomerulosa:
1 mineralocorticoides
(aldosterona)

zona fasciculada:
glucocorticoides
(cortisol y corticosterona)

zona reticular:
esteroides sexuales
(dihidroepiandrosterona

glucocorticoides

(epinefrina, etc.)

Figura 7: Esquema de la gldndula adrenal (Moreno et al., 2011).

Las hormonas corticoadrenales se dividen en tres grupos dependiendo de su

accién fisiologica:

hormonas mineralocorticoides,

hormonas glucocorticoides y

hormonas sexuales (Moyes y Schulte, 2007; Norris, 2007).
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= Hormonas mineralocorticoides: predomina la aldosterona, cuya funcidn
principal es la regulacion del metabolismo del Na* y el K*. Por tanto, su accidon
es principalmente sobre el equilibrio hidroelectrolitico, basandose en la
recuperacion de Na* y la excrecion de K* a nivel de los rifiones, tracto
digestivo, glandulas sudoriparas y salivales. Consecuencia de ello es la

regulacion del volumen de agua extracelular.

= Hormonas glucocorticoides: el cortisol y la corticosterona son las mas
importantes. Su funcidn mas conocida es su accidn sobre los gllucidos:
incrementan la produccidén de glucosa, pero ademas ejercen diversos tipos de
acciones: incremento de la degradacion de proteinas en aminoacidos,
liberacion de acidos grasos del tejido adiposo, regulacién del sistema inmune y

de las respuestas inflamatorias.

= Hormonas sexuales: andréogenos como la dehidroepiandrosterona (DHEA),
androstenediona, testosterona y estrogenos como el estradiol. Regulan las

caracteristicas sexuales, la reproduccion y el comportamiento sexual.

COLESTEROL
Zona Fascicular Zona Glomerular Zona Reticular
l CYP11A1 l CYP11A1 l CYP11A1
PREGNENOLONA PREGNENOLONA PREGNENOLONA
CYP17 3p-HSD CYP1T, 3B-HSD
\
17-OH pregnenoclona Progesterona 17-OH pregnenolona _
l 3p-HS0 CYP21A2 CYP1T 3B-HSD o
17-0H progesterona R, .8
Fi-dusaricorticogtenina Dehidroepiandrosterona  17-OH progesterona
s 'Azl 11-desoxicorticosterona GYENIEY (DHEA)
4 17B-HSD 3p-HSD CYP17
11-desaxicortisol Corticosterona
A—— Svbiies Androstendiol Androstenediona

CYP11B1 L
, : v ALDOSTERONA 3p-HSD ”F’V\CYP ®
CORTISOL| CORTICOSTERONA )

| TESTOSTERONA

CYP19 I 17p-HSD

SRD35A2

Dihidrotestosterona

Figura 8: Sintesis de las distintas hormonas esteroides a partir del colesterol.
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La produccion de hormonas corticoadrenales estd regulada por el eje
hipotalamo-hipodfisis-adrenal o eje corticotropo. El control que ejerce es complejo,
ya que, como hemos sefialado anteriormente, depende de influencias neuronales,
del control hormonal y de su interaccion con el sistema inmune (Sandi et al., 1989;
Norris, 2007; Guzman et al., 2010).

Todo el eje se encuentra bajo el control del sistema nervioso central (SNC) por
medio de neurotransmisores peptidicos. Al SNC llegan continuamente estimulos
provenientes del o6rgano subformical (equilibrio fisico-quimico), de los centros
bulbares (sistema cardiovascular) y del sistema limbico (estado animico del animal)
(Garcia-Belenguer et al., 1993; Chacon, 2004). Los neurotransmisores peptidicos
estimulan a nivel hipotaldmico la produccién y liberacién de la hormona liberadora
de corticotropina (CRH), la cual, funciona como uno de los mayores reguladores de
la respuesta de adaptacion del animal frente al estrés interno o externo (Tsatsanis
et al., 2007). Cuando la CRH alcanza la hipdfisis, estimula rapidamente la liberacion
de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) vy la sintesis de la pro-opiomelanocortina
(POMC), precursor de la ACTH. La unidn de la ACTH a receptores especificos de
membrana de la corteza adrenal, produce la activacion del sistema adenilato
ciclasa-AMPc, que estimula la protein quinasa A, desencadenandose el paso de
colesterol a pregnenolona, generando la sintesis y liberacién de glucocorticoides
(Norris, 2007; Moreno et al., 2011). Si existe un estimulo prolongado de ACTH, se
produce una hipertrofia de la zona fascicular de la corteza adrenal, ademas de un
incremento de las enzimas necesarias para la sintesis de cortisol. Esta es la causa
de que el cortisol sea la principal hormona producida tras la estimulacion por ACTH.
En concreto, el cortisol tiene un efecto directo de retrofuncionalidad negativa sobre
el eje corticotropo (Moreno et al., 2011). Actla sobre el hipotalamo uniéndose a
receptores especificos intracelulares que disminuyen la sintesis y liberaciéon de CRH.
Por lo tanto, se bloquea la liberacion de ACTH y la produccion de la POMC. Este
efecto ayuda a mantener el nivel de cortisol en sangre ya que cuando éste aumenta

por encima de un nivel, disminuye la cantidad de ACTH y CRH (Jameson, 2007).

Como ya hemos comentado anteriormente, la actividad reproductora se
coordina mediante el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal. La actividad de las neuronas
de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), integran la informacién tanto
hormonal como neuronal de los bucles de retrofuncionalidad. La liberacién de GnRH
a la eminencia media y su transporte por la via portal hipotalamo-hipofisaria,
controla la secrecion de la hormona estimulante del foliculo (FSH) y de la hormona

luteinizante (LH) desde la hipdfisis anterior. Ambas hormonas actlan a nivel
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gonadal activando la maduracion de los gametos y en las hembras, impulsando la

ruptura de los foliculos maduros (Stouffer, 2003; Norris y Lopez, 2011).

El analisis de los efectos del estrés sobre el eje reproductivo se basa en gran
medida en la determinacion de la concentracion de LH y GnRH, dando lugar al
concepto de que los efectos del estrés sobre la reproduccion, implican efectos sobre
las neuronas de la GnRH en Ultima instancia. Las sefales que median estos efectos
sobre dichas neuronas no estan del todo claras y, probablemente, incluyan
multiples vias hormonales y neuronales que difieren dependiendo de la naturaleza
del estimulo estresante, la especie y el estado hormonal y social del animal (Breen
et al., 2005; Avitsur et al., 2007; Norris y Lopez, 2011).

La manera en la que un esteroide es metabolizado determina la naturaleza de la
sefial del esteroide y el grado en que se amplifica (Rubinow y Schmidt, 1996).
Generalmente, implica la reduccién de cadenas laterales, grupos o ambos y la
conjugacién con otras moléculas como la glucosa para formar glucurénido o su
conjugacién con sulfato. La formacion de sulfato o glucurénido varia dependiendo
del esteroide y/o de la especie. Los conjugados son solubles en agua, asi que al ser
liberados a la sangre, no se uniran de forma efectiva a las proteinas del plasma ni
entrardn en las células para unirse a sus correspondientes receptores. En
consecuencia, son filtrados desde la sangre, apareciendo en la orina. Algunos
esteroides son metabolizados por el higado, afiadidos a la bilis y excretados via

intestinal, pudiendo ser encontrados en las heces (Monfort, 2003; Norris, 2007).

2.2, Fisiologia de los glucocorticoides

El cortisol (Figura 9), como el resto de las hormonas esteroides, se sintetiza
tomando el colesterol como substrato. Su férmula quimica se nombra como 4
pregnen-11B-17, 21 triol-3,20 diona (IUPAC, International Union of Pure and
Applied Chemistry).

Figura 9: Mdlecula de cortisol.
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Como ya hemos comentado anteriormente, en el REL se produce Ia
transformacion de pregnenolona en las distintas hormonas esteroides. En concreto,
la formacion de glucocorticoides, se puede producir mediante dos vias (Figura 8)
(Norris, 2007; Moreno et al., 2011):

= Via de los 17a-hidroxiesteroides: Transformacion de la pregnenolona en 17-
OH pregnenolona que mediante la accién de una hidroxilasa, forma 17-OH
progesterona a partir de la cual se forma 11-deoxicortisol que finalmente se

convertira en cortisol.

= Via de los 17-deoxiesteroides: Conversion de la pregnenolona en
progesterona mediante una reaccidn enzimatica mediante la CYP17. La
progesterona, se convertira en 11-deoxicorticosterona, siendo por tanto

precursora de la sintesis de corticosterona.

El mecanismo de accion del cortisol es muy similar al de otras hormonas
esteroides. El cortisol difunde a través de las membranas de las células efectoras.
En el citoplasma de las células, los receptores estan saturados en un rango del 10-
70% por lo que un aumento o disminucién de cortisol plasmatico libre modifica el
numero de receptores libres produciéndose la respuesta fisiolégica (Jameson,
2007).

La union del glucocorticoide a su receptor produce un cambio conformacional en
éste, que permite que el complejo glucocorticoide-receptor se una a sitios
especificos del ADN, posteriormente mediante la sintesis de ARNm aumenta la
sintesis de proteinas en el citoplasma. Ejemplo de ello es la produccién de enzimas

gluconeogénicas en el higado.

2.2.1. Funciones del cortisol

Los glucocorticoides pueden tener efectos muy complejos ya que pueden
producir acciones anabdlicas, catabdlicas, reguladoras, inhibidoras, estimulantes o
facilitantes segun el tejido implicado. Los principales efectos sobre el organismo son

los siguientes:
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= Efectos metabdlicos: los glucocorticoides presentan una importante

funcion reguladora sobre el metabolismo de gllcidos, proteinas y lipidos.

- Sobre los glucidos: incrementan de seis a diez veces la
gluconeogénesis hepatica a expensas de aminoacidos, con lo cual se
estimula la formaciéon de glucosa y el depdsito de glucogeno hepatico
(Norris, 2007; Guyton y Hall, 2011). Paralelamente y debido a su efecto
antiinsulinico, disminuye el consumo periférico de glucosa, necesario para
mantener la produccién normal de glucosa. Mientras que la epinefrina y el
glucagodn tienen una accién rapida aumentando la glucemia, el cortisol es
de accion mas lenta prolongando el efecto de estas hormonas. Los
glucocorticoides resultan indispensables en periodos de ayuno prolongado
para suministrar glucosa al SNC y a los eritrocitos, los cuales no cuentan
con otra fuente de energia (Jameson, 2007). En animales puramente
carnivoros este efecto es primordial, pues es la forma que poseen estas

especies para obtener glucosa (Moreno et al., 2011).

- Efectos sobre las proteinas: a nivel hepatico aumenta la sintesis
proteica, lo que conduce a un acumulo de proteinas en el higado. Sin
embargo, en el resto del organismo, especialmente a nivel muscular y
tejido linfoide, inhiben la produccion proteica y estimulan la proteolisis
(Guyton y Hall, 2011). Todo ello conduce a un aumento de aminoacidos en
sangre, el cual se ve incrementado por una disminucién del transporte a
través de las membranas plasmaticas. Este aumento de aminoacidos libres
produce un acumulo de sustancias nitrogenadas que conlleva a un balance
de nitrogeno negativo. Esta situaciéon es responsable de algunos de los
sintomas que aparecen cuando hay un exceso de cortisol, como es la
debilidad muscular o la falta de la sintesis de matriz 6sea (Guyton y Hall,
2011; Moreno et al., 2011).

- Efectos sobre los lipidos: se estimula la movilizacién de grasas lo que
da lugar a un aumento de la concentraciéon de acidos grasos libres en
plasma, a la vez que se favorece la accion de factores lipidicos del tejido
adiposo como son la epinefrina y la hormona del crecimiento (Jameson,
2007). La insulina liberada en respuesta a la hiperglucemia produce una
resintesis de lipidos, lo que unido al aumento del apetito produce un
acumulo de grasas con una distribucidn especial en regiones toracicas y

cefalicas del cuerpo (Jameson, 2007; Guyton y Hall, 2011).
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= Efectos sobre el sistema inmune: |la respuesta inmune es inhibida por el
eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal a distintos niveles: un aumento de los
glucocorticoides inhibe la respuesta inflamatoria asi como la produccidon de
anticuerpos; la CRH no sélo estimula la liberacion de ACTH sino que también
causa la liberaciéon de somatostatina y dopamina, que reducen la secrecidon de
la hormona del crecimiento y prolactina, respectivamente. La liberacion de
citoquinas, como las interleucinas o los interferones, que se produce durante
un aumento de la actividad inmune, pueden activar la liberacion de la CRH del
hipotalamo, que en Ultimo término eleva la concentracidon de glucocorticoides y
suprime la respuesta inmune. No todas las acciones de los glucocorticoides
suprimen la respuesta inmune, ya que a nivel fisioldgico, determinados
aspectos de la inmunidad celular son mejorados por los glucocorticoides,

aunque una elevacién crénica puede ser supresora (Norris, 2007).

= Accion sobre fluidos y electrolitos: facilitan la excrecion de Na* y agua y
la retencion de K*, inhiben las acciones de la vasopresina sobre el tibulo distal
del rifién y producen un aumento sobre la tasa de filtracién glomerular (Moreno
et al., 2011).

= Efectos sobre la reproduccién: El inicio de la pubertad estd asociado con
la activacion de la funcidén adrenal (adrenarquia). Los animales que poseen una
funcién adrenal disminuida, pueden experimentar un retraso de la pubertad
y/o en la reproduccién. La secrecion de glucocorticoides se eleva durante la
estacion reproductiva, estando considerada como un factor esencial para una
reproduccion exitosa. Sin embargo, elevados niveles de glucocorticoides
pueden bloquear la secrecion de gonadotropinas y retrasar o inhibir la
reproduccion (Moberg, 1991; Norris, 2007).

= Efectos durante la gestacion, el parto y la lactancia: Los
glucocorticoides parecen tener una importante funcion durante las ultimas
semanas de la gestacion, en la maduracién pulmonar de la cria antes de su
nacimiento y estimulando la sintesis de surfactante pulmonar (Bolt et al.,
2001; Houfflin-Debarge et al., 2005; Garbrecht et al., 2006), asi como en su
desarrollo intestinal (Sauter et al., 2004). Durante el parto, se han relacionado
con el aumento de la contractibilidad uterina (Challis y Smith, 2001) como
intermediario para la activacion del miometrio (Jenkin y Young, 2004) y
también, inducen la sintesis y secrecion de leche materna controlando la
lipogénesis y la sintesis de lactosa, interviniendo en el mantenimiento de la

viabilidad y funcion de las células mamarias secretoras (Casey y Plaut, 2007).
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= Respuesta de adaptacion: la liberacion de glucocorticoides forma parte de
la respuesta de adaptacidon fisioldgica, que es una respuesta inespecifica
necesaria para que el organismo sea capaz de hacer frente a los estimulos
estresantes que recibe, siendo imprescindible esta respuesta para sobrevivir
(Norris, 2007; Moreno et al., 2011; Sheriff et al., 2011).

2.2.2. Distribucién y metabolismo del cortisol

La corteza adrenal secreta las hormonas esteroides al torrente circulatorio. El
cortisol liberado en sangre se transporta principalmente conjugado con proteinas
plasmaticas, de forma especifica con CBG (Corticosteroid-binding Globulin) o
inespecificamente con albimina, quedando libre Unicamente el 10% del cortisol
total (Lewis et al., 2005; Jameson, 2007; Norris, 2007). Sélo esta fraccion libre es
capaz de abandonar el torrente sanguineo mediante difusion pasiva a través de las
membranas celulares. Asi, se puede encontrar cortisol libre en otros fluidos

bioldgicos: saliva, leche y orina (Golden et al., 2011).

Los mayoria de los corticosteroides son conjugados con sulfatos o glucurdnidos
para aumentar su solubilidad en agua, y de esta forma son facilmente excretados
en la orina y en las heces (Norris, 2007). Los metabolitos del cortisol llegan al
intestino con la bilis en forma de compuestos conjugados (Taylor, 1971). Una vez
en el intestino estos metabolitos pueden ser desconjugados y reabsorbidos
produciéndose una circulacion enterohepatica de esteroides (Symonds et al., 1994).
Los esteroides no reabsorbidos son eliminados con las heces pudiendo ser

metabolizados por bacterias especificas (Palme et al., 1996).

La concentracion de glucocorticoides (o sus metabolitos) se puede medir en
diversos fluidos corporales o excrementos. Principalmente, las muestras fecales
ofrecen la ventaja de que pueden ser facilmente recogidas y la determinacion de
estos metabolitos es un método practico para controlar la produccion de
glucocorticoides. Se han desarrollado inmunoensayos enzimaticos (EIA), para
permitir la medicién de los grupos de glucocorticoides en las heces de animales
(Mostl y Palme, 2002; Young et al., 2004).
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Mientras que en orina existe cortisol y cortisona libre sin metabolizar en
concentraciones detectables, en heces practicamente no se detectan, existiendo
Unicamente trazas no representativas, por ello, se recurre al analisis de
glucocorticoides (Palme y Méstl, 1997; Palme et al., 1999). Para ello, las muestras
deben ser extraidas antes de ser analizadas. En la técnica de EIA, la extraccidon con
un solvente no polar (metanol al 80%) ha sido la que ha dado recuperaciones mas
altas (Palme y Méstl, 1997; Mostl et al., 1999), sin embargo, hay que tener en
cuenta las diferencias de polaridad de los glucocorticoides predominantes en cada

especie a la hora de elegir el método de extraccion.

El estudio de los derivados de cortisol en heces, es relativamente reciente, por
lo que no estan todos los metabolitos identificados. La naturaleza de los distintos
metabolitos eliminados con las heces, varia dependiendo de la especie, asi, en
rumiantes o herbivoros, los metabolitos mas representativos son los 11,17
dioxoandrostanos (Palme et al., 2000; Mostl et al., 2002) y debido a la longitud del
intestino, tienen un metabolismo mas intenso de los derivados del cortisol, distinto
al de los carnivoros. Por ello, Palme y Mostl (1997), pusieron a punto una técnica
EIA, que es capaz de cuantificar los derivados 11,17 DOA gracias a la reaccion
cruzada que tienen con la 11 oxoetiocolanolona EIA (11-OXO EIA). El anticuerpo
reconoce Unicamente una parte de la molécula comun a todos los derivados 11,17-
DOA, existiendo por tanto, una especificidad de grupo. Este método se ha probado
en varias especies animales tanto domésticas como salvajes: ovino y bovino (Palme
et al., 1999; Palme et al., 2000); caballos y cerdos (Mostl et al., 1999), cérvidos
(Sauerwein et al., 2004; Konjevic et al., 2011); elefantes (Ganswindt et al., 2003);
mamiferos silvestres (Rehnus et al., 2009; Dantzer et al., 2010); etc.; con
resultados satisfactorios. Otros autores, han detectado corticosterona en algunos
herbivoros, mediante el mismo método de deteccion de los 11,17-DOA (Morrow et
al., 2002). Actualmente, el analisis de los derivados del cortisol en heces continta
en estudio, pues se siguen desarrollando técnicas con diferentes anticuerpos, con el
objetivo de detectar el mayor nimero posible de derivados del cortisol en heces en

las distintas especies.

La determinacion de la concentracion de cortisol sera de gran ayuda en la
valoraciéon de algunos problemas de comportamiento, asi como en la evaluacion de
la capacidad de adaptacion de los animales al medio que les rodea, medida a su vez
indirecta del estado de bienestar animal (Chacon, 2004; Sheriff et al., 2011). No
obstante, a la hora de interpretar los resultados obtenidos en el analisis de cortisol

debemos tener en cuenta varios factores. En primer lugar es preciso conocer los
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niveles basales normales para la especie y el método de analisis utilizado, ya que
existen diferencias importantes entre especies y entre procedimientos analiticos.
Por otra parte, los niveles basales de cortisol pueden verse alterados por diferentes
factores fisioldgicos o patoldgicos, por lo que la realizacion de pruebas dinamicas,
con las que se puede evaluar la respuesta de la corteza adrenal a la accion de
productos estimulantes o supresores de su actividad, resulta de gran utilidad
(Chacon, 2004). Entre dichas pruebas, una de las mas utilizadas es la estimulacidn
con ACTH (ACTH Challenge), consistente en evaluar la respuesta de la corteza
adrenal a la estimulacion que ejerce sobre ella la ACTH, pero tienen el

inconveniente asociado de la manipulacion del animal, sedacidn, etc.

El avance de las técnicas de determinacion de derivados de cortisol en heces,
tiene ventajas importantes respecto a la determinacion en plasma, puesto que la
toma de la muestra no supone ningun estrés para el animal, al no tener que ser
manipulado y reflejan el estado del eje corticotropo en un periodo de tiempo mas
grande sin estar influenciado por pequefas fluctuaciones en el tiempo (Palme y
Mostl, 1999; Mostl et al., 1999). Todo esto, ha abierto las posibilidades de
evaluacion de animales salvajes y aquellos de dificili manejo en los zooldgicos
(Schwarzenberger et al., 1998; Sheriff et al., 2011).

2.2.3. Factores gue estimulan la liberacion de cortisol

La concentracidon de cortisol en sangre no es constante, varia como respuesta a
factores fisiolégicos o a diversos agentes estresantes, externos o internos, que
producen una activacion del eje corticotropo como parte de una respuesta de
adaptacién (Norris, 2007).

> Factores fisiologicos:

= Ritmo circadiano: el factor de variacion mas importante es el ritmo
nictameral o circadiano. En animales diurnos se observan concentraciones de
CRH, ACTH, y cortisol mas elevadas durante las Ultimas horas de la noche vy
primeras de la manana, disminuyendo la concentracién por la tarde. Sin
embargo, en animales nocturnos, el ciclo estd invertido, observandose la
concentraciéon mas alta durante las primeras horas de oscuridad (Illera et al.,
1993; Bell-Pedersen et al., 2005; Jerjes et al., 2006; Liu et al., 2007; Norris,
2007; Thanos et al., 2009; Brown et al., 2010; Golden et al., 2011). Ademas

del ritmo circadiano en muchas especies se observan ritmos ultradianos, los
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cuales son repetibilidades ritmicas que ocurren en ciclos de menos de 24 horas
(Chacon, 2004; Qian et al., 2012).

= Estacion del afo: en muchas especies se ha observado una variacion de la
concentracion de glucocorticoides que sigue un patron estacional (Kenagy vy
Place, 2000; Wingfield y Kitaysky, 2002; Barja et al., 2011; Corlatti et al.,
2011; Sheriff et al., 2011). Por ejemplo, se ha visto que los herbivoros
presentan unos niveles superiores de glucocorticoides durante la estacion seca
(Chinnadurai et al., 2009). Ademas, parece ser esencial en el éxito
reproductivo, una elevacion en la secrecion de glucocorticoides durante la

estacién reproductora (Norris, 2007).

= Especie animal y variaciones individuales: el nivel basal de cortisol
varia dependiendo de la especie, el género e incluso el propio individuo, lo que
se debe tener en cuenta a la hora de valorar la cortisolemia (Weibel et al.,
2002; Touma et al., 2003). Asi mismo, la relacién entre los glucocorticoides
mayoritarios (cortisol y corticosterona) depende de la especie animal. En
general, en la mayoria de las especies de mamiferos, hay un predominio del
cortisol, mientras que en aves y roedores es la corticosterona la mas
abundante (Mormeéde et al., 2011). En rinocerontes, no se ha llegado a un
consenso  generalizado, algunos autores han analizado  cortisol
(Schwarzenberger et al., 2000a) y otros corticosterona (Wasser et al., 2000;
Metrione y Harder, 2011), aunque parecen ser los dos igualmente validos para
evaluar la respuesta de la corteza adrenal en esta especie (Turner et al.,
2002).

= Estado fisiologico del animal: al final de la gestacidn o del parto existe un
aumento de la actividad del eje corticotropo y del sistema simpatico que se
refleja en un aumento de los niveles de glucocorticoides (Behringer et al.,
2009). El estado reproductivo parece ser un importante modulador de la

funcion adrenal (Barja et al., 2011; Kersey et al., 2011).

= Alimentacion: hay autores que han observado que la alimentacion influye
en la concentracién de cortisol. Asi por ejemplo, se ha observado un pico de
cortisol en el momento de la ingestion de alimento (Schibler et al., 2003;
Norris, 2007). Cuando existe un periodo largo de ayuno o de restriccion
alimentaria se produce una hiperactividad del eje corticotropo para mantener
la glucemia, volviendo a la normalidad tras la ingesta del alimento (Moreno et

al., 2011). Sin embargo, otros autores, indican que los patrones diurnos de
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metabolitos y hormonas, no resultan afectados por los suministros energéticos
de la dieta (Ndibualonji et al., 1997).

= Enriquecimiento ambiental: el mantenimiento de especies salvajes en
cautividad, es una complicada tarea que muchas veces requiere la utilizacién
de distintas técnicas de enriquecimiento ambiental, que deben ser planteadas
correctamente, para disminuir los niveles de glucocorticoides (Pirovino et al.,
2011; Poessel et al., 2011).

> Agentes estresantes:

= Agentes externos: Dantzer y Mormeéde en 1979 los dividian en tres

grandes grupos derivados de:

- Interacciones con otros animales (estrés social): en los sistemas de
explotacion intensivos, la superpoblacion, el cambio de animal dominante,
la presencia/ausencia de hembras en el grupo, el aislamiento de animales
gregarios, etc., son situaciones en las que se pueden desencadenar la
respuesta al estrés. Se ha demostrado que el rango social de un individuo
se refleja en su sistema neuroendocrino y la modificacion del mismo se
acompafia de variaciones en la concentracion plasmatica de
glucocorticoides y testosterona (Summers, 2002; Wingfield y Kitaysky,
2002; Abbott et al., 2003; Sapolsky, 2004; Carlstead y Brown, 2005; Barja
et al., 2008a; Coburn et al., 2010).

- Interacciones animales-medio ambiente: las condiciones ambientales
influyen notoriamente en el estado de bienestar del animal, el cual
responde frente a situaciones desfavorables de temperatura, humedad,
ventilacion, ruido, tipo de suelo, higiene medioambiental, altitud, alimento,
etc. (Carr, 2002; Wingdfield y Kitaysky, 2002; Bernabucci et al., 2010;
Johnstone et al., 2012).

- Interacciones entre animales y el hombre: en este grupo estarian
incluidas todas las situaciones estresantes derivadas del manejo de
animales. Asi por ejemplo, el destete, la alimentacion, el transporte y la
presidn turistica (Morton et al., 1995; Schwarzenberger et al., 2000a;
Dehnhard et al., 2001; Carr, 2002; Barja et al., 2007; Viljoen et al., 2008;
Harcourt et al., 2010; Linklater et al., 2010).
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= Estresores enddgenos: los agentes estresantes no provienen siempre del
exterior, en ocasiones proceden del propio organismo. Ejemplo de ello seria el

dolor y las enfermedades (Norris, 2007; Ganswindt et al., 2010).

2.3. Fisiologia de las hormonas sexuales

Anteriormente, ya hemos comentado las generalidades de las hormonas
sexuales en cuanto a su sintesis, regulacidon y metabolismo (Ver apartado 2.1). En

esta seccion, profundizaremos en los detalles para cada tipo de hormona sexual:

2.3.1. Androgenos

Los andrdogenos se definen como compuestos que estimulan y controlan
principalmente las caracteristicas masculinas, y estructuralmente, son miembros de
la familia de las hormonas esteroides, formados por 19 atomos de carbono (Cy). El
andrégeno mas comun en la mayoria de los vertebrados es la testosterona (Figura
10), a pesar de que otros andrégenos, como la androstenediona, predominan en

algunas especies y procesos (Moyes y Schulte, 2007).

H,e OH

O

Figura 10: Molécula de testosterona.

La testosterona se sintetiza a partir de la androstenediona por la enzima 178-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD) (Figura 11) y la enzima 5a-reductasa
convierte la testosterona en dihidrotestosterona (DHT), un andrégeno mucho mas
activo (Norris, 2007).
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La testosterona es una de las hormonas androgénicas naturales mas potentes y
dentro de sus efectos bioldgicos se encuentra el promover el crecimiento muscular,
estimulando la sintesis proteica (efecto anabdlico) e inhibiendo su degradacion
(efecto anti-catabdlico). Estas sefiales fisioldgicas de la testosterona son moduladas
mediante su interaccion con los receptores intracelulares de androgenos (RA)
(Vingren et al., 2010).

Testosterona - = Androstenediona
17B-HSD
CYP19 CYP19
= 17B-HSD
Estradiol - 2 - Estrona

o
e OH HsC
HO HO” C £

Figura 11: Ruta bioquimica de la transformacion testosterona - androstenediona - estrégenos (CYP19:

aromatasa, 17B-HSD: deshidrogenasa).

De forma generalizada, los andrdgenos tienen dos efectos principales: los
efectos androgénicos, como por ejemplo la diferenciacion, el crecimiento vy
desarrollo del tracto reproductivo masculino, y los efectos anabdlicos, como la
estimulacion del crecimiento lineal del cuerpo y el crecimiento somatico. Durante el
desarrollo temprano, los andrégenos “masculinizan” los genitales internos y
externos y el cerebro, mientras que después de la pubertad, los efectos consisten
en la maduracion de los genitales externos y drganos accesorios sexuales ademas
de facilitacion de la libido y la potencia sexual (Rubinow y Schmidt, 1996; Liu y
Veldhuis, 2009).

En los machos, la fuente principal de andrdégenos circulantes, son los testiculos,
donde la hormona Iuteinizante (LH) de la hipdfisis estimula la sintesis de
testosterona y la libera al torrente sanguineo. Otros andrégenos importantes son la
dihidrotestosterona (DHT), la androstenediona y la dehidroepiandrosterona
(DHEA). En las hembras, la corteza adrenal y los ovarios, también sintetizan
andrdégenos, pues son importantes precursores de la sintesis de estrégenos ademas

de estimular el comportamiento sexual (Norris, 2007).
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¢ Otras funciones de los andrégenos:

= Juegan un papel importante en la organizacion o programacion de los
circuitos cerebrales, que posteriormente son activadas por esteroides
gonadales (Rubinow y Schmidt, 1996). Los andrdgenos, son capaces de activar
mecanismos neuroprotectores especificos para inhibir la muerte celular, lo que
puede resultar util en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
(Nguyen et al., 2010).

= Se encargan tanto del tamafio como de la fuerza del musculo esquelético
mediante diversos mecanismos. Los andrégenos se unen a receptores
nucleares especificos que influyen directamente en la transcripcidon de genes
diana. Estos genes codifican para factores de transcripcion especificos del
musculo, enzimas y proteinas estructurales. Ademas, pueden ejercer efectos
no gendmicos en el mlsculo mediante el aumento de la absorcién de Ca®* y
modulando la actividad quinasa. Por tanto, el efecto anabdlico de los
andrégenos se debe a la combinacién de sus acciones gendmicas y no

genodmicas (Dubois et al., 2012).

Se han encontrado evidencias que apoyan que la proporcién entre andrégenos y

estrogenos determina el sexo gonadal en todas las especies del reino animal
(Bogart, 1987; Tiwary y Li, 2009).

2.3.2. Estrégenos

Los estrégenos son moléculas de 18 atomos de carbono (Cig) que derivan del

colesterol. Existen tres tipos de estrégenos naturales: el estradiol (E,; Figura 12), la
estrona (E;; Figura 13) y el estriol (E3) (Gruber et al., 2002).

H,c OH

HO

Figura 12: Molécula de estradiol. Figura 13: Molécula de estrona.
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Los estrogenos se producen a partir de los andrégenos mediante la enzima
CYP19 o aromatasa (Figura 11), cuya sintesis es estimulada por la FSH de la
hipofisis (Norris, 2007). Por tanto, el encargado de metabolizar los andrdégenos a
estrogenos es el complejo enzimatico citocromo P450 aromatasa, presente en el
reticulo endoplasmatico, que cataliza la conversidon de la testosterona en estradiol-
17B y la androstenediona en estrona (Gruber et al., 2002; Moyes y Schulte, 2007).
A pesar de ser conocidos como la “hormona femenina”, se encuentra en los dos
sexos (Hess et al., 1997), habiéndose detectado actividad aromatasa en el
musculo, en la grasa, en el tejido nervioso, y en las células de Leydig de los
testiculos (Gruber et al., 2002).

También en el caso de los estrdgenos, las respuestas celulares clasicas son
mediadas a través de receptores nucleares de estrégenos (RE), que funcionan
como factores de transcripcion dependientes de ligando (Hess et al., 1997). Cuando
los estrégenos libres difunden en la célula, se unen al dominio del ligando del
receptor, que se disocia de sus chaperonas citoplasmicas formando el complejo
receptor-estrogeno que difunde al nlcleo de la célula. Los complejos receptor-
estrogeno, no solo se unen a los elementos de respuesta, sino también a los
coactivadores o represores nucleares, aunque no se conoce exactamente el

mecanismo de translocacion nuclear de dichos complejos (Gruber et al., 2002).

Existen dos tipos principales de RE que varian en estructura, y sus genes
codificantes estan en cromosomas diferentes: el receptor de estrogenos alfa (REa)
y el receptor de estrogenos beta (REB), aunque se han investigado otro tipo de
receptores acoplados a proteinas G (Choleris et al., 2009; Gabor et al., 2012). La
distribucion de ambos receptores de estrogenos, difiere en los tejidos, aunque
existe cierto solapamiento. Las células de la granulosa y las espermatidas en
desarrollo, contienen principalmente REB, ademds, estan presentes en otros
tejidos, incluyendo rifidn, mucosa intestinal, parénquima pulmonar, médula dsea,
hueso, cerebro, células endoteliales y prostata. Por el contrario, el endometrio y el

estroma ovarico contienen en su mayoria REa (Gruber et al., 2002).

Varios compuestos de plantas tienen similitudes estructurales y funcionales a los
estrogenos y por tanto, se conocen como fitoestrogenos. El coumestrol, la
genisteina y la daidzeina son algunos de los fitoestrogenos que se encuentran
tipicamente en la soja. (Gruber et al., 2002). El 17a-estradiol y la estrona
(biolégicamente débil), tienen una mayor afinidad por los REa, habiendo por lo
menos dos fitoestrogenos, la genisteina y coumestrol, que se unen con mayor

afinidad a dichos receptores (Tubbs et al., 2012) mientras que varios
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contaminantes ambientales, tales como los alquilfenoles, tienen una mayor afinidad
por los REB (Gruber et al., 2002). En el caso de los rinocerontes, se ha visto que el
coumestrol y la daidzeina que ingieren en la dieta, se unen con mucha afinidad a
los receptores de estrdégenos produciendo su activacion, lo que supone un riesgo en

la salud reproductora de estos animales (Tubbs et al., 2012).

Los estrogenos son clave en la regulacion y la sintesis de hormonas hipofisarias
implicadas en la reproduccién, como la hormona luteinizante (LH), la hormona
estimulante del foliculo (FSH) y la prolactina, ejerciendo sus efectos bioldgicos
mediante su uniéon a los dos tipos de RE que se encuentran en la hipofisis
(Sanchez-Criado et al., 2004). En machos, induce la formacion del hipotalamo

ademas de estimular el comportamiento sexual (Norris, 2007).

Los factores que regulan la produccion de estrégenos durante el periodo
reproductivo, son controlados por las gonadotropinas. Durante los ciclos estrales, la
produccion de estradiol varia ciclicamente, encontrando concentraciones
plasmaticas bajas justo antes de la ovulacién y altas en la fase preovulatoria, con
un pico preovulatorio estimulado por LH y FSH. Este aumento de estradiol, también
es responsable del comportamiento reproductivo en la hembra (Gruber et al.,
2002).

La ovulacion, es el resultado de un aumento progresivo en los niveles
circulantes de estradiol, que ocurre con el crecimiento de los foliculos. En la
mayoria de los casos, un nivel alto de estrogenos en sangre, activa el hipotalamo,
el cual, libera un pulso largo de GnRH, provocando a su vez un pulso de LH y FSH,
desencadenando la ruptura de uno o varios foliculos maduros, dependiendo de la
especie. El proceso de la ovulacién implica la ruptura del foliculo maduro y la
liberacion del oocito, marcando el final de la fase folicular y el principio de la fase

Iitea en el ovario (Norris, 2007).

Los genes responsables de la produccion de la hormona estimulante del foliculo,
gobiernan la expresidon de las enzimas esteroidogénicas. En los tejidos periféricos,
la produccion de los diferentes estrégenos y su interconversion depende de la
expresion local y la actividad de la aromatasa, la 17B-hidroxiesteroide

deshidrogenasa, y las sulfatasas de estrona (Gruber et al., 2002).
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En el plasma, el estradiol se une reversiblemente a las globulinas de unién a
hormonas sexuales, a las B-globulinas, y con menor afinidad a la albumina
quedando libre tan solo un 2-3% aproximadamente. Los estrégenos son
metabolizados por sulfatacion o glucuronizacion y los conjugados se excretan por la
bilis o la orina. La hidrdlisis de estos conjugados por la flora intestinal y la posterior
reabsorcion de estrdgenos, resultan en una circulacién enterohepatica (Gruber et
al., 2002).

Distintas vias metabdlicas, tales como i) la oxidacidon de los estrogenos a los
catecol estrogenos y la relacidon con sus respectivas quinonas, v ii) la generacion de
radicales libres por el ciclo redox entre los catecol estrogenos o dietilestilbestrol y
sus quinonas, son investigados por su influencia en los procesos fisioldgicos vy
fisiopatoldgicos. Parece que las reacciones redox involucradas en el ciclo de los
estrogenos son carcinogénicas (Liehr et al., 1986; Liehr y Roy, 1990; Gruber et al.,
2002).

Los estrdogenos lipoides son ésteres grasos de los estrégenos que comprenden
una clase separada de las hormonas esteroides, encontrandose predominantemente
en el tejido adiposo. Se sintetizan en la sangre y se unen a las lipoproteinas. En
general, menos del 10% del estradiol en suero se une a lipoproteinas,
principalmente lipoproteinas de alta densidad (HDL), pero puede ser transferido a
lipoproteinas de baja densidad (LDL) por un mecanismo transportador aun
desconocido. Los estrégenos lipoides son mas resistentes al catabolismo que los
estrogenos libres y por lo tanto se eliminan lentamente, pudiendo servir como una

reserva potencial de esteroides (Gruber et al., 2002).
¢ Otras funciones de los estréogenos:

= Estrégenos como el estradiol, estimulan la proliferaciéon y vascularizacion de
la mucosa uterina y el endometrio. Son capaces de estimular la queratinizacion
de las células epidérmicas, produciendo fibras de proteinas de queratina que

forman la estructura principal de pelo y piel (Norris, 2007).

= Estimulan el crecimiento, el flujo sanguineo, y la retencion de agua en los
organos sexuales. En el higado, los estrogenos aumentan el numero de
receptores de lipoproteinas, resultando en una disminucion de las

concentraciones séricas del colesterol LDL (Gruber et al., 2002).
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= Se cree que a la larga, tienen una accién neuroprotectora. En el tejido
cerebral de ratas adultas, se ha visto que inducen la remodelacidon sinaptica y
dendritica y producen la activacion glial. En las neuronas del hipocampo, en un
area implicada en la memoria, aumentan la densidad de N-metil-D-aspartato y
la sensibilidad neuronal. Determinados mecanismos parecen facilitar procesos
de memoria (Foy et al., 2004). Los estrogenos resultan importantes en la
supervivencia de neuronas expuestas a diversos tipos de dafios, incluyendo el
estrés oxidativo, la isquemia, y diversos tipos de enfermedades
neurodegenerativas. Ademas, los estrégenos son factores neurotroficos en el
desarrollo y la diferenciacion cerebral, pudiendo modular los neurotransmisores
y la funcion sinaptica y adquiriendo un papel en la transmision “feed-back” a
las neuronas de GnRH en el hipotdlamo, controlando ademas la produccién y

secrecion de prolactina a nivel de la hipéfisis (Edwards, 2005).

= El sistema cardiovascular es un importante tejido efector de los estrégenos.
Tanto las células endoteliales, como las células musculares lisas vasculares
expresan REa y REB. Se cree que son agentes naturales vasoprotectores. Los
estrogenos producen vasodilatacion a corto plazo y reducen el tono vascular
muscular mediante la apertura de canales especificos de calcio a través de un
mecanismo dependiente de monofosfato de guanosina. A nivel celular, los
estrogenos inhiben la apoptosis de las células endoteliales y promueven su

actividad angiogénica in vitro (Gruber et al., 2002).

= Ejercen un efecto directo en el mantenimiento de la masa ésea mediante la
estimulacion de la apoptosis de los osteoclastos e inhibiendo su accién
(Manolagas et al., 2002; Edwards, 2005).

= El pancreas endocrino es un tejido sensible a estrégenos. En concreto, el
estradiol-17B a determinadas concentraciones, ha sido probado como
modulador en la secrecion de insulina y glucagéon mediante la variacion de la
concentracion de la glucosa intracelular a través de oscilaciones de Ca%* (Nadal
et al., 2004; Edwards, 2005).

= Los estrdégenos y sus receptores, parecen tener un efecto de reconocimiento
social entre individuos, marcado principalmente por los ciclos estrales de las
hembras (Gabor et al., 2012).
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2.3.3. Progestagenos

Los progestagenos son estructuralmente diferentes a los androgenos vy
estrogenos, poseen 21 atomos de carbono (C,;) y ejercen sus efectos principales
sobre el sistema reproductor femenino (Moyes y Schulte, 2007). La progesterona
(Figura 14), como el resto de hormonas esteroides, toma el colesterol como

substrato y se forma a partir de la molécula de pregnenolona.

O

Figura 14: Molécula de progesterona.

En la mayoria de los vertebrados, encontramos dos tipos de receptores de
progesterona: RP-A y RP-B. Aunque ambos receptores son practicamente
indistinguibles en cuanto a su actividad esteroide, presentan distinta actividad
transcripcional. En muchos contextos, los RP-B son fuertes activadores de la
transcripcidon génica, mientras que los RP-A pueden actuar como represores
(ligando dependientes) de los RP-B y de otros receptores de esteroides, incluyendo
los receptores de estrogenos (Edwards, 2005). De esta forma, la progesterona
regula el comportamiento sexual femenino mediante la activacion directa o

indirecta de sus receptores (Guerra-Araiza et al., 2009).

Los progestdgenos tales como la pregnenolona, progesterona, 17a-
hidroxipregnenolona y 17a-hidroxiprogesterona, son producidos por todos los
tejidos esteroidogénicos como intermediarios en la sintesis de la mayoria de las
hormonas esteroides, sintetizandose principalmente en la corteza adrenal, en los
testiculos y en los ovarios y en el tejido adiposo de las hembras (De Geyter et al.,
2002; Norris, 2007). Es por esto, que las concentraciones que presentan tanto los
machos como las hembras, no difieren significativamente entre ellos (Morden et al.,
2011). La progesterona ademas, inhibe la liberacion de gonadotropinas de la
adenohipodfisis. Su papel como hormona reproductiva en mamiferos, estd bien
establecido (Norris, 2007).
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El efecto fisioldgico mas importante de la progesterona, pudiera ser su
capacidad de inducir la maduracién de las células germinales. Esta accion de la
progesterona se produce en ausencia de transcripcion de genes, basandose en las
acciones no gendmicas de los esteroides, afiadiendo el hecho de que es capaz de

inducir la maduracion en oocitos enucleados (Ferrell, 1999; Edwards, 2005).

Como hemos comentado anteriormente, la ovulacion marca el comienzo de la
fase lUtea del ciclo ovarico, asi como el final de la fase folicular. De esta forma, el
pico de LH que se produce en la ovulacidén, induce a las células de la granulosa y
algunas células de la teca interna a diferenciarse en cuerpo lUteo, el cual, funciona
como una glandula endocrina secretando estrégenos y progesterona (Norris, 2007).
Las células de la granulosa del ovario, sintetizan y secretan progesterona teniendo
ellas mismas receptores de progesterona que se expresan en células de la
granulosa de forma regular por el efecto de la LH durante la etapa preovulatoria
(Stouffer, 2003).

En la mayoria de las especies, la condicién secretora del cuerpo lUteo dura poco
tiempo, después del cual, empieza a degenerar. A medida que el cuerpo luteo
continla diferenciandose, aumenta la sintesis y secrecion de progesterona vy
estrogenos. El aumento de progesterona induce cambios en la hembra que
preparan al sistema reproductor para una posible gestacion, en la cual, el cuerpo
liteo secreta grandes cantidades de progesterona y estrogenos en menor
proporcion. Estos niveles circulantes de progesterona durante la fase lutea,
suprimen la liberacion de GnRH del hipotdlamo, evitando un desarrollo folicular
adicional y previniendo asi, un segundo episodio ovulatorio (Moyes y Schulte, 2007;
Norris, 2007). La progesterona tiene un papel fundamental en el mantenimiento de
la quiescencia del Utero durante la gestacién, por lo que se encuentra en
concentraciones muy elevadas, disminuyendo la sensibilidad del Utero a la
oxitocina, que estimula su contraccién (Stouffer, 2003; Jenkin y Young, 2004;
Edwards, 2005). Si el oocito no estd fertilizado, el cuerpo IGteo comienza a
degradarse, la esteroidogénesis disminuye y el Gtero comienza una fase regresiva.
La degeneracion del cuerpo luteo, libera a la GnRH hipotalamica de la inhibicidn
producida por la progesterona y los estrégenos, con la consecuente reiniciacion del

desarrollo folicular (Moyes y Schulte, 2007; Norris, 2007).
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¢ Otras funciones de los progestagenos:

= La progesterona tiene importantes acciones bioldgicas en el sistema nervioso
central (SNC), incluyendo la conducta sexual femenina, la liberacion de la LH
(hormona luteinizante) del hipotalamo, requerida para la ovulacion y con
actividad protectora frente a convulsiones, ademas de ser potente anestésico y
analgésico. Sus efectos neuroprotectores se deben principalmente a sus
metabolitos reducidos como el 5a pregnano-3a-ol-20-ona (alopregnanolona).
Las células del SNC pueden sintetizar alopregnanolona y otros metabolitos
reducidos de la progesterona, que conduce al término de “neuroesteroides”
gue actlan localmente en el cerebro de manera paracrina (Reddy et al., 2004;
Edwards, 2005; Pinna et al., 2008). Puesto que la alopregnanolona es un
potente modulador alostérico de la accién del GABA mediante los receptores
GABA, mejorando la respuesta de dichos receptores al GABA se podria mejorar
la agresividad impulsiva, la irritabilidad, la ansiedad y la depresion (Pinna et
al., 2008).

2.3.4. Factores gue estimulan la liberacién de hormonas sexuales

Los niveles de hormonas sexuales no son constantes y varian segun diversos

factores:

> Factores fisiologicos:

= Ritmos bioldgicos: la liberacién de hormonas ocurre a menudo de forma
explosiva y no tanto de forma continua y constante, mediante patrones ciclicos
diurnos, mensuales, o estacionales, que de forma general se denominan ritmos
bioldgicos. Por ejemplo, en humanos, el pico maximo de testosterona ocurre
entre las 2 y las 6 de la mafiana (Norris, 2007) asi como en las hembras, la
fluctuacién de los niveles de estradiol y progesterona ocurre con bastante
regularidad (Gruber et al., 2002; Stouffer, 2003). No sdlo varian los niveles
hormonales, sino que también las células efectoras pueden presentar distinta
sensibilidad y fluctuar segin patrones diarios o estacionales (Norris y Lopez,
2011).
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= Estacion del afio: se ha visto que la concentracion de progestagenos,
estrogenos y androgenos varia de forma estacional en algunas especies
(Aguirre et al., 2007; Abaigar et al., 2010). Aunque los rinocerontes no son
considerados como reproductores estacionales estrictos, se ha observado una
tendencia a la existencia de periodos mas fértiles, que suelen coincidir con el
final de verano o inicio de la estacion seca, de forma que la cria nace durante
la estacion lluviosa que es cuando las condiciones son mas optimas para su

supervivencia (Garnier et al., 2002).

= Especie animal y variaciones individuales: el nivel basal de las
hormonas sexuales varia dependiendo de la especie, la raza e incluso el propio
individuo, lo que se debe tener en cuenta a la hora de realizar su valoracion
(Norris y Lopez, 2011).

* Estado fisiolégico del animal: ya hemos comentado el importante papel y
la variabilidad en la concentracion de las hormonas sexuales durante los ciclos
estrales y la gestacion. Por ejemplo, durante la gestacion los progestagenos se
encuentran en concentraciones muy elevadas, asi como el resto de hormonas
sexuales también varian en funcion de la fase del ciclo en que se encuentran
(Stouffer, 2003; Edwards, 2005; Norris, 2007).

= Alimentacidn: hay autores que han observado que la alimentacion influye
en la concentracién de determinadas hormonas. Tal es el caso de los
fitoestrogenos exogenos (comentados con anterioridad) que pueden ser
introducidos mediante la dieta pudiendo afectar a la salud reproductora de los
rinocerontes (Tubbs et al., 2012). Ademas, la falta de alimento, es conocida
como uno de los factores estresantes mas tipicos que afectan a la reproduccién

de especies en libertad (Norris y Lopez, 2011).

= Interacciones: con otros animales, con el medio ambiente y con el
hombre. Al igual que se citaba en los glucocorticoides, todas estas
interacciones también varian la concentracion de las hormonas sexuales,
principalmente la de los andrégenos y en concreto, la de la testosterona
(Wingdfield et al., 2001; Beehner et al., 2006; Booth et al., 2006; Christensen
et al., 2009).
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3. METODOS NO INVASIVOS PARA LA DETERMINACION DE HORMONAS
ESTEROIDES

El avance mas importante del mundo de la endocrinologia se produjo con la
aparicién de las técnicas inmunolégicas de analisis hormonal. Los primeros estudios
sobre técnicas inmunoldgicas, utilizaban isétopos radiactivos como marcadores para
cuantificar la concentracién de la hormona a analizar. En las ultimas décadas, se
han desarrollado mucho las técnicas inmunoldgicas, existiendo numerosos métodos
que siguen el mismo principio, pero con diferentes marcadores de la reaccion:
enzimaticos, fluorescentes, quimioluminescentes, etc. (Chacén, 2004; Lequin,
2005).

En general, los métodos inmunoldgicos tienen unas caracteristicas de
especificidad y sensibilidad que los hace idéneos para la cuantificacion de hormonas
(Ekins, 1987).

El principio de estas técnicas es la reaccidn irreversible entre la sustancia
antigénica a evaluar y su correspondiente anticuerpo lo que va a dar lugar a la
formacion del complejo antigeno-anticuerpo (Silvan, 1991). En el ensayo, una
cantidad fija de anticuerpo (Ac) se hace reaccionar con antigeno marcado (Ag*) y

sin marcar (Ag) los cuales compiten por unirse al Ac.

Ac + Ag + Ag*—> AcAg + AcAg*

Después de un periodo de incubacion, se separa la fraccidon de antigeno unido al
anticuerpo de la fraccién libre y se mide la cantidad de antigeno marcado, que sera
inversamente proporcional a la cantidad de hormona sin marcar que exista en la

muestra (Maggio, 1987).

¢ Clasificacion de los métodos inmunolégicos de determinacion

hormonal

Los métodos inmunoldgicos de determinacion hormonal, pueden clasificarse en

dos tipos, en funcién de si la reaccién Ag-Ac es competitiva o no lo es:

- Técnicas competitivas: comprenden la mayoria de los métodos y
siguen el esquema de competicion anteriormente explicado, en el cual, el
antigeno marcado compite con el antigeno presente en la muestra, por

unirse al anticuerpo (Bertholf y Bowman, 1996; Slage y Ghosn, 1996).
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- Técnicas no competitivas: son técnicas que no se basan en una
reaccion de competicidon ya que el anticuerpo se encuentra en exceso y el
antigeno no debe competir para unirse a él (Bertholf y Bowman, 1996;
Slage y Ghosn, 1996). Existen diversos disefios: un exceso de Ac y la
adicién de las fracciones de antigeno marcado y sin marcar en distintas
etapas; adicion en primer lugar del antigeno presente en la muestra y
posteriormente adicion del anticuerpo marcado especifico frente al

antigeno que ha reaccionado o frente al anticuerpo libre.

La diferencia principal entre ambos tipos de ensayos son las condiciones
necesarias para obtener la maxima sensibilidad. En las técnicas competitivas la
concentracion de Ac debe tender a cero y en las no competitivas el Ac debe tender
a infinito. La sensibilidad en las técnicas competitivas depende fundamentalmente
de la afinidad del anticuerpo por la sustancia a analizar mientras que en las
técnicas no competitivas, al encontrarse el Ac en exceso, la sensibilidad depende de

la especificidad del marcador (disminuyendo al minimo las uniones inespecificas).

Algunos autores afirman que al utilizar el anticuerpo en exceso son mas
sensibles que las técnicas competitivas (Ekins, 1987; Slage y Ghosn, 1996). En
primer lugar porque se ven menos influenciadas por sustancias o condiciones que
afecten a la cinética de la reaccién del antigeno con el anticuerpo. Por otro lado son
menos sensibles a errores de pipeteo, aumentando la precision de la técnica. Sin
embargo, las técnicas no competitivas, también tienen desventajas: necesitan gran
cantidad de anticuerpo especifico purificado (Slage y Ghosn, 1996), aumentando
notablemente los costes de la técnica; A pesar de que la reacciéon Ag-Ac se produce
mas rapidamente que en las técnicas competitivas, al realizarse el ensayo en mas
pasos, resulta mas laborioso y lento (Bertholf y Bowman, 1996); ademas, los
ensayos en los que el antigeno se debe unir a dos moléculas de anticuerpo estan
limitados por el tamafio de la molécula de antigeno (Ekins, 1987; Slage y Ghosn,
1996).

Las técnicas inmunoldgicas se pueden clasificar también, en funcién de la
naturaleza de los marcadores utilizados. Existen numerosas técnicas con diferentes

marcadores, entre las cuales, cabe destacar:
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= Técnicas de radioinmunoanalisis o RIA (Radioimmunoassay): utilizan

isdtopos radiactivos como marcadores.

= Técnicas de enzimoinmunoanalisis o EIA (Enzyme immunoassay): el
marcador es una enzima. Para cuantificar la unidén del antigeno con el

anticuerpo utilizan la capacidad de las enzimas de transformar un sustrato.

= Técnicas de fluoroinmunoanadlisis o FIA (Fluorescence immunoassay):

técnicas cuyos marcadores son grupos fluorescentes.

= Técnicas de quimioluminescencia o CIA (Chemiluminescence immunoassay):
utilizan sustancias capaces de emitir luz bajo una reaccion quimica de

oxidacion.

3.1. Enzimoinmunoanalisis (EIA)

Como hemos indicado anteriormente, en esta técnica se utilizan enzimas para
marcar tanto el antigeno como el anticuerpo, siendo las mas ampliamente
utilizadas, dentro de las que no usan isétopos radiactivos (Joyce et al., 1977;
Munro y Stabenfeldt, 1984; Joshi, 1985).

La actividad de la enzima sobre el sustrato apropiado produce una sefial que se
mide mediante cromatografia, fluorescencia, quimioluminescencia o por medio de

los cambios de pH o conductividad (Munro y Lasley, 1988).

De los métodos que realizan la separacion de fases, los mas utilizados son los
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay), que utilizan una fase sélida a la que
se une el Ac o el Ag. Existen ademas muchos tipos de ELISA competitivos, dentro
de los cuales destacamos el propuesto por Munro y Stabenfeldt (1985) para la

determinacion de cortisol:

- Dichos autores proponen unir el Ac especifico anticortisol a la fase sdlida
(microplaca). Después de la incubacion y del lavado se afiade el cortisol a
determinar (muestra) junto al conjugado cortisol-enzima marcadora. Estos
competirdan por unirse al anticuerpo. Después de un periodo de incubacién, se
separa la fraccién de antigeno unido al anticuerpo de la fraccién libre y se mide la
cantidad de antigeno marcado, mediante la lectura fotométrica de la densidad
optica, que serd inversamente proporcional a la cantidad de cortisol (hormona sin

marcar) que exista en la muestra (Imagen 1).
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Imagen 1: Esquema de la técnica EIA de competicidn.

En general, son muchos los autores que reconocen que los métodos de EIA
reinen una serie de caracteristicas que permiten superar muchos de los
inconvenientes propios de otros métodos, como los RIA (Silvan, 1991; Bertholf y
Bowman, 1996):

= Las enzimas siguen procesos bioquimicos muy eficaces, pequefias
concentraciones de enzima hidrolizan una gran cantidad de sustrato, gracias a
lo cual, la sefial se ve amplificada, incrementando la sensibilidad del método.
Algunos autores, ademas, mejoran los ensayos afiadiendo un complejo biotina-
avidina, que incrementa la sensibilidad de la técnica (Shamsuddin y Harris,
1983).

= Elevada especificidad.

= Métodos sencillos, rapidos de realizar, con una buena repetibilidad y una
evaluaciéon objetiva, por lo cual, se pueden llevar a cabo sin necesidad de

personal altamente cualificado.

* La medida de actividad enzimatica se realiza mediante un proceso sencillo,

por lo que se puede adaptar facilmente a analizadores quimicos automatizados.

= Se mejora la eficiencia, ya que el tiempo necesario para las incubaciones y

lavados es menor que el requerido por ejemplo en los RIA.
= La vida media de los reactivos es mayor que en los RIA.

= Se reducen los costes ya que tanto los reactivos como el material y

equipamiento necesarios son mas baratos.
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= El manejo de los reactivos no supone peligro alguno para la salud y la

eliminacidn de los residuos no obliga a tomar precauciones especiales.

= Se pueden obtener resultados orientativos visualmente, lo que permite su
utilizacién en pruebas de campo.

A pesar de las ventajas, algunos autores como Yalow (1978) sefialan ciertas
desventajas:

= Los marcadores enzimaticos son técnicamente mas dificiles de separar.

= La presencia de enzimas supone un impedimento estérico que disminuye la
sensibilidad de la técnica.

El desarrollo de wuna técnica de EIA requiere distintos pasos, que

esquematicamente serian los siguientes (Silvan, 1991):
1. Adhesidn de los anticuerpos a la fase sdlida (microplaca).
2. Incubacién y lavado.

3. Adicién del conjugado hormona-enzima, las muestras y los estandares para

que tenga lugar la reaccién de competicién.
4, Incubacion y lavado.

5. Adicion del cromdgeno que se une a la enzima produciéndose una reaccion

colorimétrica.
6. Frenado de la reaccion colorimétrica.

7. Lectura espectrofotométrica.

3.1.1. Tipos de muestras bioldgicas para la determinacién hormonal

En la realizacidon de un analisis hormonal, existen diversas muestras bioldgicas
que pueden ser utilizadas de forma no invasiva para el animal, como por ejemplo,
la saliva, la orina y las heces (Munro et al., 1991; Morrow et al., 2000; Bayazit,
2009; Brown et al., 2010). La extraccién de saliva, por ejemplo, es un método poco
cruento para el animal, y permite analizar cortisol libre sin metabolizar o diversos

metabolitos de las hormonas sexuales (Goémez et al., 2004; Menargues et al.,
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2006). Sin embargo, requiere de cierto entrenamiento del animal y no es factible
usarlo en poblaciones de animales salvajes en libertad. La recoleccion de orina es
otra opcion viable, pero de nuevo, su recogida en habitats naturales se hace muy
complicada. Las muestras fecales son las que estan cobrando cada dia mas
importancia, para la determinacién de los metabolitos de diferentes hormonas, por
su facilidad de recogida y utilidad para el manejo de poblaciones de animales

salvajes (Foley et al., 2001; Flauger et al., 2010).
¢ Obtencién de muestras fecales

La toma de muestras no requiere ningin manejo estresante del animal pues lo
normal es recoger las heces en el momento de la defecacion, del suelo del recinto
de los animales en cautividad o del habitat de los animales salvajes. Sin embargo,
el tiempo transcurrido entre la deposicion y el procesado de la muestra es
importante, por lo que es esencial seguir un oOptimo protocolo de recogida,
almacenamiento y extraccion de las muestras (Monfort, 2003; Buchanan vy
Goldsmith, 2004; Abaigar et al., 2010). Asi, por ejemplo, Masunda y colaboradores
(1999) observaron que la cantidad de metabolitos de progesterona en heces,
decrecia exponencialmente al aumentar el tiempo de almacenamiento a
temperatura ambiente y lo atribuyeron a posibles fluctuaciones de temperatura,
que podian haber influido en la tasa de degradaciéon de la progesterona. Debido a
que la flora fecal contiene una enzima con actividad desmolasa capaz de escindir
las cadenas laterales de los esteroides de 21 carbonos, algunos autores
recomiendan congelar la muestra tan pronto es recogida (Hulsman et al., 2011) y
otros, apoyan que dicho efecto se puede evitar con el calentamiento de las
muestras a 950C (Méostl et al., 1999; Morrow et al., 2002). Sin embargo, otros
autores, consideran que las muestras fecales de animales salvajes pueden
recogerse incluso hasta tres dias mas tarde de la deposicidn, teniendo en cuenta
periodos de lluvias que puedan ejercer un efecto de “lavado” en la muestra,
afectando por tanto, a las concentraciones hormonales de la muestra (Rehnus et
al., 2009; Abaigar et al., 2010). Para el caso concreto de las heces de rinoceronte,
se ha visto que la concentracion de progesterona aumenta tras 24 y 48 horas a
temperatura ambiente, comparado con la concentracidn que presentan las heces
congeladas, que se mantiene estable durante largos periodos de tiempo (Neumann
et al., 2002).
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3.1.2. Validacién

En las técnicas inmunoldgicas la mayoria de los autores utilizan varios
parametros a la hora de su validacion (Silvan, 1991; Chacdn, 2004): sensibilidad;
especificidad; precision, reproduccion y errores; exactitud; paralelismo vy linealidad.
Gracias a la validacién se puede asegurar la fiabilidad de los resultados obtenidos

con dicha técnica.
¢ Sensibilidad

La definicién de sensibilidad mas extendida actualmente es equiparable al limite
de deteccion (Kanarek, 2005). Es decir, la cantidad minima de la sustancia a
analizar (antigeno o anticuerpo) que da respuesta medible y distinguible en
ausencia de dicha sustancia (Schuurs y Van Weemen, 1977) o, la concentracién
minima de la sustancia a analizar que el procedimiento analitico es capaz de

I A\

diferenciar con certeza del “ruido de fondo” o uniones inespecificas (Bergmeyer,
1983; Kanarek, 2005). Se calcula como la media de la concentraciéon de hormona
gue corresponde a la maxima unién (Bo), menos dos desviaciones estandar (DE) de

la media de ocho ensayos consecutivos (Abraham, 1975).

S= Bo - 2x DE

Sin embargo, la sensibilidad (S) también se puede considerar como la
concentracion de hormona a determinar que produce el 50% de la unién maxima
de hormona marcada al anticuerpo. La absorbancia que corresponde a la maxima
union del Ac y la hormona marcada se llama Bo y se produce en ausencia de
hormona en la muestra. Para poder expresar la sensibilidad de forma numérica, se
calcula la concentracion de hormona en la muestra que produce el 50% de la unién
maxima (Bo/2) (Shuurs y Van Weemen, 1977).

S= Bo/2
La sensibilidad de un método enzimatico depende de numerosos factores (Van

Weemen y Schuurs, 1971):

- Lo que mas influye es la afinidad del Ac por el Ag, por ello es muy
importante la calidad del Ac utilizado. Diferencias en la afinidad del Ac por
el Ag y por el Ag marcado suponen un efecto negativo sobre la

detectabilidad de la técnica.
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- Las condiciones y el manejo de la técnica utilizada es primordial en la

sensibilidad obtenida: tipo de ensayo, tipo de muestra, diluciéon de la

muestra para evitar interferencias, concentracién de reactivos, el orden en

que reactivos y muestras se afiaden para que reaccionen entre si, periodos

de incubacién, temperatura de incubacidn, método utilizado para separar la

fraccion libre de la que ha reaccionado.

En general, la sensibilidad y la especificidad que se pueden alcanzar con los

métodos inmunoldgicos son muy buenas. La sensibilidad se sitla dentro del rango

de femtomoles (107%°), lo que los hace idéneos para la cuantificacidon de hormonas

esteroides, ya que como el resto de hormonas, se encuentran en concentraciones

muy pequefias en los fluidos bioldgicos. Por su parte, la especificidad también es

elevada, lo que permite una buena discriminacién entre distintos esteroides, lo cual

es muy importante en estos compuestos debido a que tienen una estructura muy

similar (Ekins, 1987).

Las técnicas de inmunoanalisis tienen un buen limite de sensibilidad, que varia

segln la técnica utilizada, el tipo de muestra y la hormona analizada (Tabla 2).

Autor y ano Sensibilidad Hormona Tipo muestra
Munro y Stabenfeldt, 1984 0,25pg/pocillo Progesterona Plasma
Munro y Stabenfeldt, 1985 0,15pg/ml Cortisol Plasma

Palme y Méstl, 1997 0,8pg/pocillo Cortisol Heces
Morrow et al., 2000 5pg/pocillo Cortisol Orina
Graham et al., 2001 15pg/pocillo Progesterona Heces
Morrow et al., 2002 0,8 pg/pocillo Cortisol Heces
Pelletier et al., 2003 0,05 ng/ml Testosterona Heces
Kretzschmar et al., 2004 0,4 pg/pocillo Testosterona Plasma
Barja et al., 2008b 4,9 pg/pocillo Testosterona Heces
Barja et al., 2008b 2,5 pg/pocillo Progesterona Heces
Barja et al., 2008b 0,3 pg/pocillo Estradiol Heces
Christensen et al., 2009 0,19pg/ml Cortisol Suero
Ganswindt et al., 2010 3 pg/pocillo  Glucocorticoides Heces
Metrione y Harder, 2011 31,2 ng/g Corticosterona Heces
Barrette et al., 2012 25ng/pocillo Corticosterona Heces

Tabla 2: Resumen de algunos ejemplos de limites de sensibilidad en la determinacion hormonal en

diferentes tipos de muestras bioldgicas.
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¢ Especificidad

Se define especificidad de una técnica como la capacidad de discriminar entre
sustancias con una composicidn quimica parecida (Kanarek, 2005). Depende de
distintos factores, siendo de gran importancia la naturaleza y pureza del
inmundgeno utilizado para la obtencion del anticuerpo, ya que de ello dependera la
especificidad del anticuerpo. También influye la pureza de los reactivos utilizados,

como el antigeno marcado (Schuurs y Van Weemen, 1977).

Se valora mediante pruebas de reacciones cruzadas entre la hormona a
analizar, cortisol por ejemplo, y otras hormonas esteroides de estructura similar,

prednisolona.

La reaccidn cruzada se define como la concentracion de esteroide problema que
causa una reduccidon del 50% de la uniéon inicial al Ac (Bo), dividida por la
concentracion del esteroide que presenta la reaccion cruzada y que causa la misma
reduccion de la unién al Ac (50%) (Abraham, 1975) y se expresa en porcentaje
(%).

Hormona problema 50%
RC = x 100

Esteroide similar 50%

¢ Precision

La precision de una técnica se puede definir como el grado de concordancia
(grado de dispersion) entre una serie de medidas repetidas procedentes de la
misma muestra homogénea, en condiciones preestablecidas (Bergmeyer, 1983;
Kanarek, 2005).

Se evalla a través de la repetibilidad, que se calcula a partir de los coeficientes
de variacion (CV), expresados en porcentaje (%), obtenidos de dos formas

(Bergmeyer, 1983; Chaloner-Larsson et al., 1998):

- Precision intraensayo: obtenida del andlisis de varias réplicas

consecutivas en un mismo ensayo.

- Precision interensayo: la que se obtiene mediante el analisis de una

misma muestra en distintos ensayos y/o durante dias diferentes.
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Generalmente para su estudio, se incluyen muestras con distintas
concentraciones de la sustancia a analizar, obteniendo diferentes grados de

precision en funcidon de que la concentracion sea baja, media o alta.

En las técnicas de inmunoanalisis los coeficientes de variacién no suelen ser
superiores al 15%, siendo la variacion interensayo generalmente mayor que la
intraensayo. Para asegurar una buena precision de los resultados obtenidos es

recomendable que los coeficientes de variacion se encuentren por debajo del 10%.
¢ Exactitud

La exactitud es el grado de concordancia entre el valor real de la hormona y el
valor medido (Chaloner-Larsson et al., 1998; Derzko, 2005). Por tanto, dependera
de la especificidad inmunoldgica de la técnica, de la pureza de los reactivos, del
correcto manejo de las muestras y de la utilizacion de estandares apropiados
(Schuurs y Van Weemen, 1977).

Puede valorarse mediante el calculo del porcentaje de recuperacién de
concentraciones conocidas o por el coeficiente de correlacidon entre la técnica de

inmunoanalisis:

= Recuperacion: los estudios de recuperacion se hacen anadiendo a
muestras blancos concentraciones conocidas de hormona, calculando
posteriormente el porcentaje de recuperacién a partir de los valores
observados y esperados en cada una de las muestras (Chaloner-Larsson et al.,

1998). Resultados entre un 85-115 % indicarian una buena recuperacién.

Valor observado

x 100
Valor esperado

= Correlacion: se evalla a partir del coeficiente de correlacion (R), cuyo valor
oscila entre -1 y 1 (correlaciones negativas o positivas respectivamente),
considerandose que un valor R igual o superior a 0,75 es una correlacion de
buena a excelente (Colton, 1979). Sin embargo, algunos autores calculan el

coeficiente de regresidon (R?), que tiene valores entre 0 y 1.
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¢ Paralelismo

Consiste en comparar la curva estandar de la hormona a determinar con curvas
estandar a las que se le afiade muestra libre de esteroides (lIllera et al., 2003). La
utilidad consiste en comprobar si los componentes de la muestra (saliva, heces,
etc.) produce interferencia en el ensayo desplazando la curva estandar. Si se
observara una pérdida de paralelismo, seria necesario extraer las muestras antes
de analizarlas (Plikaytis et al., 1994; Chacdn, 2004).

¢ Linealidad

La linealidad mide el grado en que la respuesta analitica respecto a la
concentracion de la sustancia a determinar, se ajusta a una funcidn lineal (Harris,
2007). O dicho de otra manera, es la capacidad de un ensayo de generar resultados
directamente proporcionales a la concentracion de la hormona en la muestra
(Chaloner-Larsson et al., 1998).

Una medida de linealidad superficial, pero frecuente, es el coeficiente de
regresiéon (R?) que es el coeficiente de correlacién (R) al cuadrado, el cual debe ser
lo mas préoximo posible al valor 1, que indicaria un buen ajuste lineal. También
puede expresarse como la pendiente de la linea de regresién y su varianza
(Chaloner-Larsson et al., 1998; Harris, 2007).

La linealidad de la curva estandar afectard al rango de cuantificacién de la

hormona analizada y por tanto, a la fiabilidad del ensayo (Kanarek, 2005).

3.2. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

En la busqueda de técnicas para mejorar la habilidad de separar moléculas
estrechamente relacionadas, se desarrolld un sofisticado sistema de separacion,
purificacion y deteccion, conocido como cromatografia liquida de alta resolucion o
HPLC (Rizzi, 1998). Esta técnica, consiste en la modificacion de una columna
cromatografica que trabaja a altas presiones, para separar en base a las diferentes
solubilidades que presentan las moléculas, en los solventes empleados en las
columnas de lavado y su afinidad por las sustancias de las que estan hechas las

columnas (Berger y Nixon 2001; Norris, 2007).
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Existen muchos métodos cromatograficos (de fase reversa, de intercambio
idnico, de interaccidén hidrofébica, de filtracidon en gel, de afinidad, etc.) y todos
estan basados en la afinidad de las sustancias a analizar por las diferentes fases:
estacionaria (unidn irreversible a un transportador) y la otra, mavil. A la columna
se aplica una mezcla de moléculas en un solvente particular, el cual es recogido en
alicuotas segun va saliendo por el fondo, de forma que todas las moléculas de un
mismo tipo deberan salir en la misma alicuota. La determinacién de qué alicuota
contiene un determinado tipo de molécula, dependera de su afinidad por el tipo de
columna frente a su afinidad por el tipo de solvente utilizado (Norris, 2007). A
mayor afinidad que presenten las moléculas a una de esas fases, mayor tiempo
permanecera en ella, permitiendo la separacion de mezclas complejas en
compuestos individuales. El tiempo que permanece una sustancia en la columna es
caracteristico de esa sustancia, por eso, cada sustancia puede ser detectada y
cuantificada, midiendo su tiempo de retencién y evaluando sus caracteristicas

fisico-quimicas (Berger y Nixon 2001).

Procesado de UJM -
datos _

Residuos

Colector de
fracciones

Columna
Cromatografica

Imagen 2: Esquema bdsico del mecanismo tipico de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Esta técnica permite a los investigadores identificar y cuantificar moléculas
individuales en diversas mezclas, lo que permite determinar cuantitativamente
todos los esteroides y sus metabolitos en una misma muestra simultaneamente
(Norris, 2007).
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1. ANIMALES Y HABITAT

Para la elaboracion de este estudio de Tesis Doctoral hemos contado con un
total de 15 ejemplares de rinoceronte blanco (Ceratotherium simum) alojados en
tres habitats diferentes: 3 rinocerontes pertenecientes al Zoo de Madrid bajo
condiciones de cautividad total; 4 rinocerontes en semi-cautividad pertenecientes al
Bioparc de Valencia; y 8 rinocerontes en su habitat natural (estudiados in situ en
una reserva natural de Sudafrica). De este modo, hemos podido realizar una amplia
comparacion de los distintos factores (ambientales, sociales, hormonales,
reproductivos, etc.) que podrian estar afectando a dicha especie, en funcion de las

condiciones del habitat en que se encuentran.

En la clasificacion de los distintos tipos de habitat estudiados en este proyecto,
se han valorado las distintas caracteristicas de los recintos de dia (lugar en que los
animales pasan la mayor parte del tiempo) obviando los cobijos nocturnos (donde
pasan la noche) pues son muy similares en condiciones de cautividad. Para dicha
valoracion, ademas de la observacion de determinadas conductas (peleas,
comportamiento reproductor, excitamiento, tranquilidad, etc.) se han tenido en
cuenta las dimensiones del recinto, la vegetacidn (presencia/ausencia), la
posibilidad de interacciones intra y/o interespecificas, la alimentacion y el manejo
de los animales.

1.1. Rinocerontes en cautividad (Zoo)

Hemos considerado como “cautividad total” o “completa” a aquel recinto en el
gue las condiciones del animal cubrian un espacio bastante reducido, sin contacto
directo con otras especies animales, tan sélo, de haberla, con individuos de su
misma especie. En nuestro estudio, dichas condiciones se asemejan notablemente
a las existentes en el Parque Zooldgico de Madrid, cuya colaboracién ha sido

indispensable para la realizacidén de este trabajo.

Los tres rinocerontes blancos alojados en este Zoo, se dividen en una pareja
reproductora y una “Hembra Vieja”. Los rinocerontes se encuentran alojados en un
espacio reducido, con escasa o nula vegetacion y en ausencia de interaccién con

otras especies animales (Imagen 3).

- 89 -



III. Material y Métodos

Imagen 3: Recinto de dia de la pareja reproductora de rinoceronte blanco del Zoolégico de Madrid (Mayo
2010).

¢ Marina: hembra adulta de
aproximadamente 15 afios en la actualidad.
En diciembre del 2007, cuando tenia unos 10
afios, se le practico una inseminacion
artificial (IA) que dio lugar, tras 16 meses de
gestacion, a una saludable cria en abril del
2009. Convive en el mismo recinto de dia con
su cria y el macho reproductor, y aunque

suele ser tranquila, a veces se producen

pequefios enfrentamientos entre ella y el

macho, pues ha mostrado ser un poco Marina, Mayo 2010
dominante.

¢ Macho: Se introdujo en el parque
en el afio 1971, y aungue no se conoce
con exactitud su edad, se calcula que
pueda tener alrededor de 40 afios. De
caracter tranquilo y conducta poco
territorial, es el Unico rinoceronte macho

en todo el parque. Pasa el dia con

Marina y su cria, con escasos y leves

enfrentamientos entre ellos.

Macheo, mayo 2010
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¢ Hembra Vieja: es Ila hembra de
rinoceronte de mayor edad del parque. Se
introdujo el mismo afo que el macho (1971) y a
sus aproximadamente 40 afios, se encuentra
alojada en un recinto separado de la pareja
reproductora pero manteniendo contacto visual y
olfativo. Presenta una conducta bastante apatica,

a pesar de que se intenta enriquecer

ambientalmente su recinto con distintos juguetes

y troncos. Hewbra vigja, mayjo 2010

1.2. Rinocerontes en semi-cautividad (Bioparc)

Para nuestro estudio, las condiciones de “semi-cautividad” o “cautividad parcial”
representan aquellas que aun estando el animal bajo cuidado humano y en un
recinto cerrado, se intentan reproducir, en la medida de lo posible, las condiciones

que se dan en su entorno natural.

Estas caracteristicas, se cumplen en el Bioparc de Valencia, donde los
rinocerontes disponen de amplios recintos donde mantienen contacto intra e
interespecifico con especies tipicas de la sabana africana (cebras, diversos antilopes
y distintos tipos de aves, entre otros). Ademads, el recinto posee mayores
dimensiones que el Zoo de Madrid y la vegetacion, entre otros enriquecimientos, es

también similar a la encontrada en su habitat natural (Imagen 4).

Imagen 4: Recinto de dia los rinocerontes del Bioparc de Valencia (Octubre 2009).
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Con la indispensable colaboracion del Bioparc de Valencia, se estudiaron a sus 4

ejemplares de rinoceronte blanco:

¢ Nombula: hembra salvaje de unos
7 afios de edad aproximadamente. Su
caracteristica mas distinguible es la forma
de la giba, mas redondeada y grande que
la de Maiai. Ademas su cuerno primario es
mas estrecho y el secundario mas
pequefio, respecto a los de su compafera.
Parece actuar como la hembra
“dominante” del grupo con el que convive

en su recinto de dia.

Matai, octubre 2009

Nowbula, octubre 2009

¢ Maiai: hembra salvaje de unos 6

afios de edad. Comparte el cobijo

nocturno con Nombula. Su giba parece

estar dividida en dos, su cuerno

primario tiene una base mas ancha vy

su cuerno secundario estda mas

desarrollado que el de Nombula.
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¢ Cirilo: macho adulto reproductor, de
unos 20 afios de edad. Duerme en un
cobijo separado, pero durante el dia,
convive con las dos hembras en el
mismo recinto (ademas de con otras
Su

corto.

especies animales). cuerno es

bastante ancho pero Parece

acatar las “6rdenes” de Nombula con

bastante tranquilidad.

III. Material y Métodos

Cirilo, octubre 2009

¢ Romulo: macho adulto de unos 35 afios de edad. Representa un claro

ejemplo de comportamiento repetitivo o estereotipado. Proviene de un circo ruso en

Rémulo, octubre 2009

el que desarrollé una fuerte estereotipia

que consiste en caminar

persistentemente haciendo circulos.
Desde su traslado al Bioparc y mediante
distintas técnicas de enriquecimiento, se
intenta conseguir que, al menos, durante
algunos minutos al dia, camine en linea
recta descubriendo otros
Debido a

agresividad con

lugares del

recinto. su manifiesta

los individuos de su

especie, se mantiene en un recinto
separado al resto, a una distancia muy
del grupo,

mantener contacto visual y olfativo.

corta otro para poder
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Gracias a diversos tipos de
enriquecimiento, se ha conseguido que
su estereotipia se suavice, actualmente
formando un recorrido en forma de
“ocho”, con algunas lineas rectas, que le
permiten investigar mejor otras zonas
de su recinto. En este parque, es
considerado como el macho “encelador”,
para activar los mecanismos
reproductores de Cirilo mediante

competencia reproductiva. Su enorme

cuerno, es una de sus caracteristicas

mas claras para su identificacion.

1.3. Rinocerontes en libertad (Reserva)

Las condiciones mas cercanas a un estado completamente salvaje y natural, las
encontramos en una reserva privada de Sudafrica, que con sus aproximadamente
10.000 hectareas (100.000.000 m?) alberga multitud de especies tanto animales
como vegetales y permite a los rinocerontes disponer libremente de su espacio y

tiempo.

Gracias a la ayuda y colaboracidon de todo el equipo de la Reserva de Mabula
(Mabula Private Game Reserve, Sudafrica) hemos trabajado con 8 de sus 22
ejemplares de rinoceronte blanco salvajes. La seleccion de individuos se basoé
principalmente en la “facilidad” para encontrarlos e identificarlos, ademas de su
edad y estado reproductivo para la correcta elaboraciéon de este estudio. La
identificacion se centrd esencialmente en caracteristicas morfolégicas individuales
facilmente reconocibles, como la forma y el tamafo de los cuernos, cantidad de
pelo en orejas y cola, ademas de otras particularidades que se describen a

continuacion:
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¢ Cow TDI: hembra de 13 afios
gue camina junto a su cria (hembra de
unos 3 afos y medio). Reconocible por
su enorme y caracteristico cuerno

primario, muy largo y afilado.

Toi: clips ew orejas

¢ Rodgie: hembra de 10 afios.
Camina junto a su cria (un macho de
unos 5 afios) y otros 2 machos (Bull
15.3.1 y Bull 17.4.1). Su rasgo mas
caracteristico es su clip marcado en
“M” en

Ademas, su cuerno primario tiene una

forma de la oreja izquierda.

base ancha que rapidamente se

estrecha, siendo su cuerno secundario

también bastante estrecho.

TDI con eria, enero 2011

Presenta un clip sencillo en la base
de su oreja derecha y otro en la zona

superior de su oreja izquierda.

Rodgile, junio 2010
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¢ Cow 7: hembra de 30 anos. Gran
cuerno caracteristico de forma curvada
hacia abajo, casi

paralelo al suelo,

caminando siempre con sus crias, un
macho de aproximadamente 5 afios y una
cria hembra de 18 meses. Fallecié6 en

Marzo del 2011, por causas naturales.

Siendo una de las hembras mas
prolificas de la reserva, habiendo parido 7
crias hasta la fecha, su delicado estado
fisico y de salud estaba condicionando el
desarrollo de su udltima cria. Durante los
primeros meses de vida de la cria, en su

etapa de amamantamiento, Cow 7 sufria

Cow 7 cow cria, junio 2010

una fuerte mastitis, que la obligaba a
rechazar a su cria cuando ésta se
Debido a la

acercaba a mamar.

carencia de leche materna, la cria
comenz6 muy pronto a alimentarse de
hierbas y lo que encontraba a su paso
por la reserva. Se encontraba en un
lamentable estado de salud que se
reflejaba tanto en su condicién fisica

como en su apatico comportamiento.

Previa revisidon veterinaria y tras
varios intentos de alimentacion fallidos,
la Unica solucidn factible que quedaba
para mantenerla con vida y mejorar su
salud era separarla de su madre para

poder ser alimentada adecuadamente

con leche materna artificial. Dicha separacion, habitud a la cria al cuidado humano

y aunque permanece aislada en la reserva, actualmente esta en tramites para ser

vendida a otra reserva.
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¢ Stompstert: hembra de 21 afios
que camina junto a su cria (hembra de
unos 18 meses de edad
aproximadamente). Muy reconocible por
que su rabo esta “cortado” y por su clip

sencillo en la base de la oreja izquierda.

Stompstert Y eria, junio 201

III. Material y Métodos

¢ Cow 17: hembra adulta de 30
afios que camina junto a su cria
(hembra de aproximadamente 5
afios de edad). Perdié su cuerno
tras una fuerte pelea, haciéndola
facilmente reconocible. Ademas, sus
orejas presentan numerosos cortes.
Tiene un caracter muy curioso y a
veces poco amigable, escasas veces
se encuentra caminando junto a

mas hembras.

Es una de las hembras mas
escurridizas y menos sociables, se
hacia muy dificil encontrarla, lo que
impedia enormemente una minima

pauta de recogida de muestras.
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¢ Bull 17.6: Unico macho adulto
reproductor y territorial de 9 afios
de edad. Camina solo la mayor parte
del tiempo, marcando territorio a su
paso segun los diferentes estimulos
que recibe. Se acerca a las hembras
cuando percibe olfativamente el
celo, pudiendo caminar junto a la
misma hembra varios dias seguidos.
Ademas de ser facilmente
reconocible por su comportamiento,
tiene un cuerno muy ancho y largo,
ademas de unos clips en forma de
“"M” en

la zona inferior de ambas

orejas.

Bull 17.4.1, julio 2010
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Bull 17#.6, enero 2011

¢ Bull

afios, que camina junto a Rodgie y

17.4.1: macho de 7

su cria. Su cuerno secundario
presenta un ligero y caracteristico
abultamiento. En las Ultimas etapas
del estudio, empezd a caminar solo
y a marcar territorio. Unos meses
después de finalizar el estudio, fue
vendido a otra reserva para evitar
peleas con el otro macho e impedir
mas nacimientos en una reserva no
lo suficientemente grande como
mas de 22

para albergar a

rinocerontes en buenas condiciones.
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¢ Bull 15.3.1: macho de 7

afos que también camina junto a R R T L TR e e

Rodgie y su cria. No suele
separase de este grupo y casi
nunca se le ve caminando solo. Su
cuerno primario es ligeramente
estrecho y el secundario es
redondeado, presentando un

hundimiento longitudinal.

Bull i&sm,julf.o 2010

2. COMPORTAMIENTO

Para evaluar los comportamientos especificos de cada rinoceronte en su habitat,
se utilizaron unas tablas con los codigos basicos de las conductas observadas,

ligeramente distintas segun el habitat de estudio.

Dichos comportamientos, fueron comparados con los niveles de las distintas
hormonas analizadas en heces (glucocorticoides, andrdgenos, progestagenos y
estrogenos) teniendo en cuenta que en el rinoceronte existe un retraso de entre
24-48 horas hasta que se produce la excrecidn de los esteroides (Schwarzenberger
et al., 1996a).

2.1. Rinocerontes en cautividad (Zoo)

En este habitat, tan solo se apuntaron detalles basicos, como la duracién del
amamantamiento de la cria o alguna pelea puntual entre la pareja (Marina y el
macho). Sin embargo, no disponemos de la informacion detallada diaria para cada

uno de estos animales.
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2.2. Rinocerontes en semi-cautividad (Bioparc)

En el Bioparc, se utiliza un codigo para la monitorizacion del comportamiento

reproductor del rinoceronte, que el cuidador anota diariamente (Tabla 3):

CODIGO ESTADO
NORMAL Y TRANQUILOS
NERVIOSOS
MUY NERVIOSOS Y EXCITADOS
SILBIDOS Y OTRAS VOCALIZACIONES
SECRECION VAGINAL “"ANOMALA”
CAMBIO EN EL ASPECTO DE LA ORINA

HINCHAZON GENITAL

Tabla 3: Cddigo para la monitorizacién del comportamiento reproductor del rinoceronte blanco (Bioparc).

dloju|s|wn=9

Se realizd una adaptacion de dicha tabla de comportamiento, en la que se

I A\

eliminaron los cddigos para el “cambio en el aspecto de la orina” e “hinchazén
vaginal”, pues en ningun caso aparecieron dichos cdédigos anotados por los
cuidadores, ademas, se separaron los codigos segln el sexo del rinoceronte (Tabla

4).

~ COMPORTAMIENTO 4 COMPORTAMIENTO
copiGo HEMBRAS copico MACHOS

1 NORMAL Y TRANQUILAS 1 NORMAL Y TRANQUILOS

2 NERVIOSAS 2 NERVIOSOS

3 MUY NERVIOSAS Y 3 MUY NERVIOSOS Y
EXCITADAS EXCITADOS

5 SECRECI(:)N VAGINAL 4 SILBIDOS Y OTRAS
“"ANOMALA" VOCALIZACIONES

Tabla 4: Codigos de los comportamientos observados en los rinocerontes en semi-cautividad (adaptada

de la original del Bioparc).

Debe tenerse en cuenta, que son muchos los cuidadores que estuvieron
anotando dichos comportamientos para la realizacion de este estudio, por lo
podrian haberse dado anotaciones subjetivas segin el cuidador o cambios en el

comportamiento del animal en funcion de su “carifio” por el cuidador.
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2.3. Rinocerontes en libertad (Reserva)

De los multiples comportamientos observados en los rinocerontes en libertad,
los resumimos de forma similar a la tabla utilizada en los rinocerontes en semi-
cautividad, anadiendo ciertos cdédigos, adaptados de la tabla de Owen-Smith
(1973), como por ejemplo “comportamiento agonistico (agresivo o defensivo)”,
“comportamiento olfativo” o “comportamiento territorial” (Imagen 5) y separados
en funcién del sexo del animal, pudiendo darse uno o mas de los cédigos descritos,

para un mismo animal (Tabla 5).

. COMPORTAMIENTO . COMPORTAMIENTO
COoDIGO HEMBRAS CODIGO MACHOS
NORMAL Y 1 NORMAL Y
TRANQUILAS TRANQUILOS
NERVIOSAS 2 NERVIOSOS
COMPORTAMIENTO
AGONISTICO 3 EXCITADOS
. COMPORTAMIENTO
6 SECRECION VAGINAL 5 AGONISTICO
; COMPORTAMIENTO ; COMPORTAMIENTO
OLFATIVO OLFATIVO
8 COMPORTAMIENTO 8 COMPORTAMIENTO
TERRITORIAL (Marcaje) TERRITORIAL (Marcaje)
° HERIDA O ° HERIDA O
ENFERMEDAD VISIBLE ENFERMEDAD VISIBLE

Tabla 5: Codigos de los comportamientos observados en las hembras y los machos de los rinocerontes

en libertad (Reserva).

Las conductas observadas que presentaron todos los rinocerontes en libertad se
juntaron en dos grupos segun la siguiente tabla (6), para el analisis final de los
resultados: en el grupo 0 se incluyd solo el comportamiento “normal y tranquilo”,

mientras que en el grupo 1 entraron todos aquellos comportamientos que difieren

del grupo 0.
CODIGO COMPORTAMIENTO GRUPO
1 Normal y tranquilo 0
2,9 Alterado (nervioso) 1
6,3 Comportamiento sexual 1
5 Comportamiento agonistico (defensivo o agresivo) 1
7,8 Comportamiento territorial 1

Tabla 6: Comportamientos observados en los rinocerontes en libertad (Reserva) agrupados para el

analisis estadistico.
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Imagen 5: Marcas caracteristicas de comportamiento territorial realizadas por el macho territorial en la

Reserva. Izquierda: esparcimiento de heces. Derecha: dispersion de orina en rafagas.

3. RECOGIDA DE MUESTRAS FECALES

La recogida de muestras fecales se ha realizado a lo largo de dos afios (2009-
2011), durante diferentes etapas y principalmente cubriendo las estaciones de

invierno y verano en los distintos habitats del estudio.

3.1. Zoo de Madrid

Las muestras fecales correspondientes a los rinocerontes del Zooldgico de
Madrid, se recogieron, gracias a la ayuda de todo el equipo y sus cuidadores,
durante parte del 2009 y todo el 2010. Incluyendo ademas todas las muestras de
Marina, correspondientes al 2007 y 2008 durante su gestacion (antes, durante y
después). Las muestras han sido recogidas durante todos los meses posibles,

evitando periodos criticos en la gestacion de la hembra.

= Las muestras de Marina se recogieron desde el 1 de Junio de 2007 hasta el
29 de Noviembre de 2010, con periodos intermedios en que no pudieron
ser recogidas. Siendo el Unico animal del estudio en el que hemos podido
monitorizar su gestacion, las muestras las separamos en tres periodos
distintos:

o Antes de la gestacion: corresponde a las muestras entre junio y
septiembre de 2007. Un total de 35 muestras recogidas cada cuatro

dias aproximadamente.

o Durante la gestacion: un total de 55 muestras recogidas una vez por
semana desde abril del 2008, hasta abril del 2009.
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o Después de la gestacion: desde junio hasta noviembre de 2009,
haciendo un total de 41 muestras, recogidas cada cuatro dias

aproximadamente.

o Ademas se recogieron un total de 46 muestras, dos veces por
semana aproximadamente, desde mayo hasta noviembre del 2010,
que corresponde al mismo periodo que los otros dos animales de
este habitat.

= Las muestras de la Hembra Vieja se recogieron dos veces por semana
aproximadamente, desde Mayo a Noviembre del 2010 (coincidiendo con la

recogida de muestras de Marina) haciendo un total de 46 muestras.

= Las muestras del Macho, se recogieron durante el mismo periodo

obteniendo un total de 37 muestras.

En cautividad, la mayoria de las condiciones en las que se encuentran los
animales estan perfectamente controladas: la cantidad y variedad de comida se
mantiene practicamente constante durante todo el afio (principalmente se basa en
pienso, heno y alfalfa), los cobijos donde duermen cada noche, su recinto de dia,
sus cuidadores, etc. Existe variabilidad meteoroldgica, pero cuando las condiciones
son muy adversas, los animales no llegan a salir a su recinto de dia, quedando

resguardados en sus cobijos.

En este habitat, los animales mantienen una rutina diaria a lo largo de todo el
ano, aunque a veces se les intenta distraer con algun tipo de enriquecimiento
(conos, troncos, etc.) para hacer de su dia a dia, algo diferente. La Unica diferencia
en su rutina diaria pudiera ser la cantidad de publico que les observa en sus
recintos de dia, ya que no mantienen relaciones con otras especies animales y no
se enfrentan a ningun reto especial, su alimento esta asegurado, su cobijo también

y su “territorio” es siempre el mismo.
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3.2. Bioparc de Valencia

Se realizd una estancia de un mes en el Bioparc para obtener las muestras
fecales y los datos conductuales de cada individuo, asi como para ensefar a los
cuidadores la forma de realizar la toma de muestras y etiquetado de las mismas en

base a la obtencion de las muestras durante todo el afio.

Las muestras fecales, correspondientes a la primera deposicion diaria, fueron
recogidas dos veces por semana desde mayo del 2009 a mayo del 2010 haciendo
un total de 286 muestras, de las cuales, 62 pertenecen a Nombula, 69 a Maiai, 70 a

Rémulo y 85 a Cirilo.

Las condiciones en semi-cautividad se mantienen bastante estables a lo largo
del afio: cuidadores, comida (pienso, heno y alfalfa), cobijos, recintos de dia,
especies animales con las que conviven, etc. La variabilidad de las condiciones
meteoroldgicas, hace que a veces, los animales no salgan a su recinto de dia,
manteniéndose resguardados en su cobijo cuando las condiciones son menos

favorables.

En este habitat, los animales mantienen una rutina diaria a lo largo de todo el
afno. Salen a la misma hora a su recinto de dia y entran en sus cobijos a la misma
hora cada noche. En sus recintos de dia, es cuando se pueden encontrar con
distintos tipos de retos mediante las relaciones que mantienen con las especies con

las que conviven.

3.3. Reserva de Mabula (Sudafrica)

En Sudafrica, se realizaron dos estancias de 3 meses cada una, en la Reserva de
Mabula, para poder realizar el muestreo durante sus dos épocas principales,
invierno y verano: Junio-Agosto 2010 vy Diciembre 2010-Febrero 2011,
respectivamente. En dicha reserva conviven aproximadamente 22 ejemplares de
rinoceronte blanco con otras especies de la sabana africana, dispersos en unas
10.000 hectareas. Previa correcta identificacion del individuo, todas las muestras
fecales frescas fueron recogidas in situ durante las primeras horas de la mafana,
siempre que las condiciones lo permitian, anotando en todo momento aquellos

datos conductuales observados.
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Debido a la imposibilidad de programar una pauta concreta de recogida de
muestras en un estudio de estas caracteristicas, y a la dificultad afiadida de poder
conseguir muestras de todos los individuos con una determinada pauta, no se pudo

seguir un patrén regular.

Para la recogida de todas estas muestras, previa localizacion e identificacion de
cada uno de los animales del estudio, se esperd hasta el momento de la defecacion
y se recogido la muestra fecal lo mas rapido posible. Una vez obtenida, se
identificaba y se guardaba en un congelador portatil, para salir en la busqueda del
siguiente animal. Es por esto que las muestras fueron recogidas a diferentes horas

y no todas corresponden a la primera deposicidon de la manana.

Las muestras que obtuvimos se resumen en la siguiente tabla (Tabla 7):

RINOCERONTE N° MUESTRAS TOTALES

cow 7 19

Cow 17 14
COW RODGIE 21
COW STOMPSTERT 12
COW TDI 15
BULL 17.6 23
BULL 15.3.1 25
BULL 17.4.1 28
TOTAL 157

Tabla 7: Numero de muestras fecales totales de cada rinoceronte en libertad.

En la Reserva Sudafricana, los rinocerontes se enfrentan a multiples retos
diarios, entre los cuales destacan la busqueda de comida, agua y cobijo, asi como
la competencia reproductora y desafios sociales. Ademas, las condiciones
climatoldgicas sufren una gran variacion entre sus dos principales épocas del afio,
invierno y verano. Cabe destacar que en Sudafrica, el invierno o “estacion seca”,
cubre aproximadamente los meses entre Abril y Septiembre, época en la cual, los
animales tienen mas dificultades a la hora de encontrar alimento y cobijo. Es una
época de conflictos, tanto intra- como interespecificos, principalmente asociados a
la busqueda de alimento, ya que conviven con multitud de especies herbivoras con
las que existe mucha competencia. Las pequefias plantas anuales y las hierbas que
cubren la sabana africana estan secas y no les aportan nutrientes suficientes y las
pocas plantas comestibles existentes, obligan a los animales a estar mas agrupados

de lo habitual. Es por esto, que para mantener a los rinocerontes en buen estado
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fisico (asi como a otras especies valiosas como los bufalos), se aporta un
suplemento alimenticio (alfalfa), cuyo propdsito no es otro que evitar la falta de
nutrientes y alimento que conllevarian un empeoramiento de la condicion general
del animal. Para que dicha suplementacion no termine “habituando” al animal, se
cambian constantemente las zonas de suplementacion evitando ademas

aglomeraciones y peleas.

Durante el verano sudafricano o “estacion lluviosa”, correspondiente a los meses
comprendidos entre Noviembre y Marzo, los rinocerontes encuentran alimento
sustancioso y agua casi en cualquier rincon de la reserva. Debido a esto, los
animales se encuentran mas dispersos por la Reserva, en pequefios grupos
familiares de 2-3 individuos, caminando los machos de forma generalmente
solitaria y territorial. Diversos tipos de plantas ya crecidas y frondosas les brindan

ademas un buen cobijo donde pasar la noche.

Debido a las grandes diferencias entre los distintos habitats estudiados, se
realizaron diversas anotaciones durante cada etapa del estudio respectivamente,
intentando cubrir lo mejor posible todas las variables que pudieran estar influyendo
en nuestro estudio: climatologia, interacciones intra e interespecificas, reacciones

ante los distintos enriquecimientos, comportamiento (sonidos, interactuacion), etc.

4. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS FECALES

Todas las muestras fecales obtenidas de los tres habitats del estudio fueron
congeladas a -20°C después de su recoleccion, hasta su secado, procesamiento y

analisis.

4.1. Liofilizado de las muestras

Las muestras fecales congeladas pertenecientes a los parques zooldgicos
espafoles, fueron secadas en el Departamento de Fisiologia (Fisiologia Animal) de
la Facultad de Veterinaria (UCM) mediante un liofilizador (Telstar Lyoquest-85,

Espafia).
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Para ello, las muestras fueron homogeneizadas e introducidas en pequefios
viales previamente identificados y cubiertos con tapones de liofilizar.
Posteriormente, se colocaron en las bandejas del liofilizador y se programaron las

condiciones del liofilizado:
- Tiempo: 48 horas
- Presion de vacio: 0,010 mBar
- Temperatura: 45°C.

Al finalizar el tiempo de liofilizado, los tapones se cerraron al vacio, hasta la

etapa de extraccion y analisis.

Las muestras congeladas procedentes de Sudafrica, fueron transportadas en
congeladores portatiles hasta la Universidad de Medicina Veterinaria de Pretoria
donde se usé un liofilizador (Freeze Dryer, Instruvac, Air & Vacuum Technologies,
Sudafrica), con el fin de secar las muestras y utilizando el mismo protocolo y las
mismas condiciones de liofilizacion que en el caso anterior y también los viales
fueron tapados al vacio, de forma que las muestras fueron facilmente transportadas

en condiciones estables hasta Espafia, para realizar los analisis posteriores.

= IR
Bl coomreenovoes
e \KTeIstar

LyoQuest

Imagen 6: Liofilizador utilizado en Sudafrica (izquierda); liofilizador utilizado en Espafia (derecha).
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4.2. Protocolo de extraccion de heces

4.2.1. Protocolo para la extraccion de glucocorticoides y progestdgenos

Los extractos fecales se obtuvieron mediante la técnica de extracciéon de heces
gue tienen estandarizada y validada en el Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Veterinaria de Viena, Austria (Veterindrischemedizin Universitat Wien)

y que incluye los siguientes pasos:

1.- Pesado de las muestras: se pesaron exactamente 0,2 g de heces secas en

tubos de cristal de centrifuga con su identificacion correpondiente.

2.- A cada muestra se le afiadié 0,8 ml de agua destilada y 5 ml de metanol y

se agitaron en vortex durante 30 segundos cada una.

3.- En grupos de 40 tubos, se colocaron en el agitador eléctrico (Agitateur
Microtitration 86247, Bioblock Scientific, Heidolph, Alemania) durante 30 minutos,

para conseguir una buena homogenizacion.

4.- Centrifugado de las muestras en la centrifuga (Hettich Zentrifugen Universal

320R, Alemania) a 1500 xg durante 10 minutos.

5.- Se tomd 1 ml del sobrenadante que se paso6 a viales de vidrio previamente

identificados para cada muestra.

6.- Se introdujeron los viales en el evaporador bajo una corriente de nitrégeno

en estado gaseoso (Turbovap LV Evaporator, Zymak, USA).

7.- El extracto seco, se almacend en lugar seco a T2 ambiente, hasta su

reconstitucion para el analisis hormonal.

8.- Las muestras se reconstituyeron en 1 ml de metanol y fueron agitadas en

vortex durante 30 segundos para el analisis hormonal.
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4.2.2. Protocolo para la extraccién de andrégenos y estrégenos

Los extractos fecales se obtuvieron mediante la técnica de extraccion de heces
basada y adaptada del protocolo americano original de Brown y colaboradores

(2005), describiendo las siguientes fases:

1.- Pesado de las muestras: se pesaron exactamente 0,2 g de heces secas en

tubos de cristal de centrifuga con su identificacién correpondiente.

2.- A cada muestra se le afiadié 0,5 ml de agua destilada y 4,5 ml de etanol

absoluto (EtOH) y se agitaron en vortex durante 30 segundos cada una.

3.- En grupos de 40 se pusieron en el agitador eléctrico (Agitateur Microtitration
86247, Bioblock Scientific, Heidolph, Alemania) durante 30 minutos, para conseguir

una buena homogenizacién.

4.- Centrifugado de las muestras en la centrifuga (Hettich Zentrifugen Universal
320R, Alemania) a 1500 xg durante 20 minutos.

5.- Se separd el sobrenadante a una segunda tanda de tubos que se

introdujeron en un bafio de agua a 100°C, hasta su completa evaporacién.

6.- En la primera tanda de tubos, se volvieron a afiadir 0,5 ml de agua destilada
y 4,5 ml de etanol absoluto (EtOH), para repetir los pasos 2, 3 y 4. El sobrenadante
obtenido se pasé a los tubos de la primera tanda, que se encontraban
completamente evaporados, se agitaron 30 segundos y se volvieron a introducir en

un bafio de agua a 100°C para que se volvieran a evaporar.

7.- Tras una completa evaporacion, se afiadieron 3 ml de etanol absoluto, se
agitaron durante 30 segundos en el vortex y se llevaron al sonicador (Ultrasons-H,

J.P. Selecta, Espafia) durante 15 minutos.

8.- Después de sonicar los tubos, se llevaron de nuevo a un bafio de agua a

100°C para lograr su evaporacion.

9.- Finalmente, se reconstituyeron las muestras: se afiadié 1 ml de metanol a
los tubos evaporados que se volvieron a llevar al sonicador durante 15 minutos. De
esta forma, conseguimos el extracto final de las heces que se pasd a tubos
eppendorf identificados, que se guardaron en el congelador a -20°C hasta su

analisis.
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5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Se realizd6 una cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para la
identificacion de los glucocorticoides mayoritarios en las muestras fecales de

rinoceronte blanco.

5.1. Preparacion de las muestras fecales

Se realizaron varios pooles correspondientes a las muestras tanto de machos
como de hembras de cada habitat. Ademas se incluyeron dos pooles de Marina, uno
correspondiente a las muestras de antes del parto y otro con las muestras de

después del parto.

Las muestras se eluyeron con 5ml de metanol al 80% para eliminar posibles

contaminantes.

5.2. Analisis HPLC

El HPLC empleado, utilizdé una columna C-18 (Novapak Cis column
(3,9x150mm), Millipore Corporation, Milford, USA) con una columna protectora

(Mini-Guard column Cyg) conectado a un colector de fracciones.

Las muestras fecales se separaron mediante un gradiente lineal de metanol del
50 al 75% durante los primeros 40 minutos que paso al 100% de metanol hasta el

minuto 55. Se recogieron 95 fracciones en total.

Las fracciones obtenidas fueron reconstituidas en tampon fosfato y la
inmunorreactividad del cortisol fue cuantificada mediante la técnica EIA que se

detallara a continuacion.
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6. ANALISIS HORMONALES

Para la determinacion de la concentracion hormonal de estrégenos vy
andrégenos, se analizaron las muestras mediante ELISA de competicion
desarrollado en el Laboratorio de Endocrinologia del Departamento de Fisiologia
(Fisiologia Animal) de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de
Madrid (UCM), que validamos especificamente para la especie de este estudio. Los

niveles hormonales se expresan en ng/g de heces secas.

Los glucocorticoides y progestagenos fueron analizados mediante un ELISA de
competicion con marcador biotina-estreptovidina, en el Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Veterinaria de Viena, Austria (Veterindrischemedizin
Universitat Wien) tras una estancia de 6 semanas y bajo la tutela del Prof. Dr.

Franz Schwarzenberger.

6.1. Determinacion de la concentracion de estrogenos y andrégenos en

heces

El analisis hormonal utilizado para la determinacién de estrégenos (sulfato de
estrona) y andrdgenos (testosterona) en heces, se basa en la competicién que se
establece entre la hormona libre sin marcar (muestra problema, de concentraciéon
desconocida, o estandar de concentracidon conocida) y la hormona marcada con una
enzima (peroxidasa), por unirse a un anticuerpo fijado previamente a una fase

sdlida.

En esta técnica se mide la fraccion de hormona marcada con la enzima que se
une al anticuerpo prefijado en la fase sdélida, mediante la cuantificacion de la
reaccion de la enzima unida a la hormona con su sustrato unido a un cromégeno.
En esta reaccidon se obtiene un producto coloreado y la absorbancia del color
desarrollado es proporcional a la cantidad de hormona marcada que se ha unido al
anticuerpo y, por lo tanto, inversamente proporcional a la cantidad de hormona sin

marcar presente en la muestra problema.
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Este ensayo comprende distintas etapas:
1) Preparacion de las muestras

Se prepararon distintas diluciones de las muestras hasta conseguir la dilucion

optima para el analisis hormonal segln la hormona a determinar.

= Testosterona y sulfato de estrona: dilucion 1:50 (10 pl muestra + 490 pl EIA
buffer [Fosfato de sodio dihidrogeno monohidratado 0,01 M, fosfato di-sodio
hidrogeno anhidro 0,01 M, cloruro de sodio 0,9 M, BSA 1%, pH=7]).

2) Adsorcion de los anticuerpos a la fase sdlida

En esta primera fase del ensayo se tapizaron las microplacas de poliestireno de
96 pocillos con una dilucidén determinada del anticuerpo para la hormona a analizar.
Todas las diluciones de anticuerpo se realizaron en coating buffer (tampodn
carbonato/bicarbonato 0,05M, pH=9,6). Una vez realizada la dilucién o&ptima
correspondiente segun la hormona a analizar, se afiadieron 100 pl de la misma en
todos los pocillos de la placa dejando libre el primer pocillo (Al) para utilizarlo
como blanco. Por ultimo, las placas se sellaron con una tapa de acetato y se

dejaron incubar 16 horas a 4°C.

Al dia siguiente, con el fin de eliminar el exceso de anticuerpo no fijado, se
lavaron las placas tres veces con solucion de lavado NaCl 0,15 M/Tween - 20
0,05%, utilizando un lavador automatico de placas (Anthos Washer Fluido 1WK
Modelo 24 500, Anthos Labtec Instruments, Austria).

3) Reaccion de competicion

En esta fase tiene lugar la reaccién entre la hormona libre (muestra estandar o
muestra problema) y la hormona conjugada con peroxidasa. Para ello se realizo la
dilucién optima de conjugado, segun la hormona a analizar, en solucion buffer EIA

y la preparacion de la curva estandar:

¢ Determinacién de las diluciones 6ptimas de trabajo: para determinar la

diluciéon 6ptima de anticuerpo y conjugado para las hormonas, se enfrentaron
diluciones diferentes de anticuerpo y conjugado y posteriormente se seleccionaron
las diluciones que presentaron una densidad 6ptica de 0,6 a 0,8 a 450 nm (Munro y

Stabenfeldt, 1984), eligiéndose las siguientes:
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= Testosterona: anticuerpo R156/157.87 proporcionado por Coralie Munro
(University of California, Davis, USA) diluido 1:8.000. Conjugado testosterona-
3CMO-HRP diluido 1:40.000.

= Sulfato de estrona: anticuerpo Jack R522-2 proporcionado también por
Coralie Munro (University of California, Davis, USA) diluido 1:4.000. Conjugado
E;-3Gluc-HRP diluido 1:40.000.

¢ Preparacién de las curvas estdndar: para trazar la curva estandar de cada una

de las hormonas, se partio de una solucion madre de hormona esteroide de
concentracion conocida (2 mg/ml) a partir de la cual se hicieron diluciones seriadas
de la misma en etanol absoluto hasta obtener un total de 6 estandares (0,1 pg; 1
pg; 10 pg; 100 pg; 1000 pg; 10000 pg/100 ul). Se prepararon seis tubos de vidrio
con 10 pl de cada uno de los estandares para posteriormente evaporar el etanol
bajo una corriente de nitrogeno en estado gaseoso (Turbovap LV Evaporator,
Zymak, USA). El extracto obtenido se disolvié en 500 ul de conjugado. Por ultimo,
se afadieron 50 pl de cada estandar + 50 pl de buffer EIA en los pocillos
apropiados de la placa. El pocillo Al se utilizd6 como blanco; a este pocillo se
adicionaron 50 pl de la solucién de conjugado, al igual que a los pocillos B1, C1 vy
D1. Estos pocillos sirven para calcular la unién maxima al anticuerpo (Bo) necesaria

para el calculo de los resultados.

Las muestras problema se prepararon en la solucion de conjugado en la
siguiente proporcion: 50 pl de muestra se diluyeron en 250 pl de conjugado en un
tubo de ensayo de cristal de 25 x 70 mm y la mezcla se homogeneiz6
cuidadosamente mediante vértex. Se utilizaron 60 ul de esta solucion junto con 40
ul de tampodn EIA para tapizar los pocillos de la placa de poliestireno. El tiempo que
transcurre en el tapizado de la placa no debe sobrepasar los 10 minutos, debido a
que las variaciones de absorbancia observadas en la determinacion de una misma

muestra, pueden alterar la repetibilidad de la técnica de analisis.

Las muestras estandar y problema se determinaron por duplicado, de forma que

se analizaron un total de 40 muestras por placa (Figura 15).

Las placas se sellaron, incubandose durante un periodo de 2 horas a

temperatura ambiente (alrededor de 22°C).
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2 3|45/ 6|7 8|9 10|11 |12
A St.10 1|59 (13|17 |21|25|29 |33 | 37
B Bo St.10 1|5 13|17 (2125|2933 | 37
C Bo St.100 |2 |6|10 |14 |18 22|26 |30 | 34 | 38
D Bo St.100 | 26|10 |14 |18 22|26 |30 | 34 | 38
E |St0O,1| St.1000 |3 |7 |11 (151923 |27 |31 |35 39
F|St0,1| St.1000 |3 |7 |11 15|19 (23|27 |31 |35 39
G| St.1 |St.10000 |4 |8 |12 |16|20(24 |28 |32 |36 |40
H| St.1 | St.10000 |4 |8 |12 |16|20 (24|28 |32 | 36 | 40

Figura 15: Formato de microplaca de 96 pocillos (B=blanco; Bo= maxima union; St=estandar).

4) Separacion de las fracciones de hormona libre y unida a los

anticuerpos adsorbidos en la fase soélida

Se lavaron las placas en el lavador automatico (tres veces) y se secaron
golpeadndolas enérgicamente sobre papel de filtro. De esta forma, sélo tendremos

en la placa la cantidad de hormona que se haya unido al anticuerpo.
5) Adicion del sustrato y del cromégeno

Como sustrato se utiliza peroxido de hidrogeno que va diluido en un tampoén
sustrato que lleva el cromdgeno timidilbencidina (Enhanced K Blue, Neogen, USA).
Se afiaden 100 pl del mismo en todos los pocillos. Posteriormente, se sella y se

incuba a temperatura ambiente el tiempo necesario segin la hormona:
= Testosterona y sulfato de estrona: 5 minutos.

A medida que pasa el tiempo de incubacidn, apreciamos la aparicion de un color
azulado en los pocillos, de intensidad variable e inversamente proporcional en

funcion de la concentracion hormonal.
6) Frenado de las placas

Al cumplir el tiempo de incubacién, se frend la reaccion enzimatica anadiendo
100 pl de una solucién de acido sulfurico al 10% en todos los pocillos de la placa.

La reaccion hizo que el color azul pasara a amarillo.
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7) Lectura de las placas

Se basa en cuantificar la densidad 6ptica del color desarrollado en cada pocillo.
Para ello se utilizd un lector automatico EIA (Microplate Reader A4, Eurogenetics,
Bélgica) con filtros de 450 y 600 nm que realiza una lectura bicromatica,

eliminando el color producido por una posible reaccién de fondo inespecifica.
8) Procesado de los resultados

Se realiza con la ayuda de un software disefiado por el Departamento de
Informatica de la Universidad de California (Davis, USA). Este programa traza las
curvas patréon enfrentando en el eje de abscisas las concentraciones estandar de las
hormonas y en el eje de ordenadas el porcentaje de unidn de las muestras con el
anticuerpo. Una vez calculadas las curvas patron, el programa calcula las
concentraciones hormonales de las muestras tomando como referencia estas
curvas. Para expresar las concentraciones en unidades correctas (ng/g) se

introduce un factor de correccion en funcidn de la dilucion realizada.

6.2. Determinacion de Ila concentracion de progestagenos vy

glucocorticodes en heces

El analisis hormonal utilizado para la determinacion de progestagenos
(progesterona) y glucocorticoides (cortisol) en heces, posee los mismos principios
basicos que el explicado anteriormente (ver apartado 4.1), con unas ligeras
diferencias. En este caso, también se basa en la competicidon que se establece entre
la hormona libre sin marcar (muestra problema, de concentracién desconocida, o
estandar de concentracion conocida) y la hormona marcada con biotina, por unirse

a un anticuerpo unido a la proteina A, fijada previamente a una fase sélida.

En esta técnica se mide la fraccion de hormona marcada con biotina que se une
al anticuerpo prefijado en la fase sélida a través de la proteina A, mediante la
cuantificacion de la reaccidon biotina-estreptavidina (marcada con HRP) y su
sustrato unido a un cromdgeno. En esta reaccion se obtiene un producto coloreado
y la absorbancia del color desarrollado es proporcional a la cantidad de hormona
marcada que se ha unido al anticuerpo y, por lo tanto, inversamente proporcional a

la cantidad de hormona sin marcar presente en la muestra problema.
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El ensayo comprende las siguientes etapas:
1) Preparacion de las muestras

Se prepararon distintas diluciones de las muestras con un dispensador
automatico (Hamilton Microlab Dispenser, USA) hasta que encontramos las

diluciones optimas para el analisis hormonal seglin la hormona a determinar.
= Cortisol y progesterona: dilucion 1:50.
2) Adsorcion de la proteina A a la fase sdlida

En esta fase del ensayo, se tapiz6 cada microplaca de poliestireno de 96
pocillos con 250 pl de una solucién de 50 ug de proteina A (Sigma Chemical CO,
USA) disuelta en 25 ml de coating buffer (tampdn carbonato/bicarbonato 0,05 M,
pH=9,6). Las placas se sellaron con una tapa de parafilm (Pechiney Plastic
Pakaging, Chicago), y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante toda la

noche.

Al dia siguiente, para eliminar el exceso de proteina A, se volco el contenido de
los pocillos y se rellenaron con 300 pl del segundo coating buffer (tampdn tris-
salino: azida soédica, BSA vy trishidroxi-aminometano, pH=7.5). Las placas se
sellaron con una tapa de parafilm y otra de poliestireno y se dejaron incubar a
temperatura ambiente toda la noche. En este punto, las placas pueden usarse a
partir de las tres horas posteriores a su preparacion y en un plazo maximo de 4

S€manas.

Al dia siguiente, se lavaron las placas tres veces con un lavador automatico de
placas (Bio-Tek Instruments ELx405, Alemania) con solucién de lavado (0,5 ml
Tween-20 + 2,5 | agua doblemente destilada) y se golpearon enérgicamente sobre

papel de filtro hasta eliminar por completo cualquier gota o burbuja.
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3) Preparacion de muestras y estandares

Con ayuda del dispensador automatico, se afiadio buffer EIA (tampon tris-salino
con albumina de suero bovina (BSA), Tween-80, cloruro sédico y trishidroxi-
aminometano, pH=7.5) a los pocillos A1 y B1 (blancos) y a los pocillos C1 y D1
(Bo=maxima unidén). A los pocillos consecutivos, se afiadieron los 7 estandares
(realizados previamente mediante diluciones seriadas desde los 500 pg hasta los 2
pg de hormona por 0,01 ml) y un control de concentracién alta y otro control de
concentracion baja. En el resto de pocillos se anadieron 50 yl de las muestras por

duplicado.
4) Adicion del anticuerpo

A todos los pocillos excepto a los blancos (que se les puso buffer EIA), se
afiadié 100 pl de la dilucidon del anticuerpo y 100 pl de esteroide marcado con
biotina. Por ultimo, se volvieron a tapar las placas con parafilm y la tapa de

poliestireno y se dejaron incubar en agitacién a 4°C durante toda la noche.
5) Reaccidn estreptavidina-biotina

Se lavaron las placas tres veces en el lavador automatico y se secaron
golpeandolas enérgicamente sobre papel de filtro. Afiadimos 250 pl de la solucidon
enzimatica de estreptavidina marcada con HRP a todos los pocillos, tapamos e

incubamos la placa en agitacion durante 45 minutos a 4°C.

Transcurrido el tiempo de incubacién, volvemos a lavar tres veces la placa, para

eliminar todo aquellos que no se haya unido.
6) Adicion del sustrato y del cromoégeno

Afadimos 250 pl de sustrato a todos los pocillos (tampdn acetato de sodio (10
mmol/l) diluido en tetrametilbencidina, dimetilsulfoxido y peroxido de hidrégeno).

Volvemos a tapar la placa e incubamos en agitacion durante 45 minutos a 4°C.

A medida que pasa el tiempo de incubacion, apreciamos la aparicion de un color
azulado en los pocillos, de intensidad variable e inversamente proporcional en

funcion de la concentracion hormonal.
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7) Frenado de las placas

Al cumplir el tiempo de incubacion, se frend la reaccion enzimatica afadiendo 50
ul de una solucidn de acido sulflrico diluido al 20% en todos los pocillos de la placa.

La reaccion hizo que el color azul pasara a amarillo.
8) Lectura de las placas y procesado de los resultados

Se basa en cuantificar la densidad 6ptica del color desarrollado en cada pocillo.
Para ello se utilizd un lector automatico (Bio-Tek Instruments ELx808, Alemania)
con filtros de 450 y 620 nm que realiza una lectura bicromatica, eliminando el color
producido por una posible reaccion de fondo inespecifica. Ademas, el lector esta
conectado a un ordenador donde manda y procesa las lecturas realizadas. Este
programa traza las curvas patron enfrentando en el eje de abscisas las
concentraciones estandar de las hormonas y en el eje de ordenadas el porcentaje
de unién de las muestras con el anticuerpo. Una vez calculadas las curvas patron,
el programa calcula las concentraciones hormonales de las muestras tomando como
referencia estas curvas. Para expresar las concentraciones en unidades correctas

(ng/g) se introduce un factor de correccién en funcién de la dilucién realizada.

6.3. Parametros de validacion de las técnicas inmunoenzimaticas

La validacion de la técnica EIA para las hormonas analizadas se realizd de
acuerdo a lo descrito por Munro y colaboradores (1991) para los estrégenos vy
andrdégenos; de acuerdo a lo descrito por Schwarzenberger y colaboradores
(1996b) para los progestagenos; y de acuerdo a lo descrito por Palme y Mostl
(1997) y Touma y colaboradores (2003), para los glucocorticoides. Los métodos de

validacion se realizaron mediante la determinacidén de una serie de parametros:

= Sensibilidad: Se calculd6 mediante dos métodos: primero, limite de
deteccién, que es la concentraciéon hormonal que la técnica puede distinguir de
cero. Se calculé a partir de la media de los pocillos cero (Bo), menos dos
desviaciones estandar de la media en 10 ensayos consecutivos (S = Bo - 2 X
DE). Segundo, concentracién de la hormona a determinar que produjo el 50%

de la unién maxima de hormona marcada al anticuerpo (S=Bo/2).
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= Especificidad: Se valor6 mediante pruebas de reacciones cruzadas entre
las hormonas a determinar y otras hormonas esteroides de estructura similar.
La reaccion cruzada se calculé como la concentracion de hormona problema
que causaba una reduccion del 50% de la unién inicial al anticuerpo (RC =

[Hormona problema 50% / esteroide similar 50%] x 100).

* Precision: se realizd calculando los coeficientes de variaciéon intra- e inter-
ensayo. El coeficiente intra-ensayo se calculé analizando 10 veces un pool de
muestras dentro de un mismo ensayo. El coeficiente inter-ensayo se calculd

analizando 10 veces un pool de muestras en ensayos consecutivos.

= Exactitud: Se valoré mediante los porcentajes de recuperacion, afiadiendo
a las muestras, cantidades conocidas de hormona, calculando posteriormente
el porcentaje de recuperacién a partir de los valores observados y esperados

para cada hormona.

= Linealidad: se realizaron diluciones seriadas de un pool de extractos de
heces y se compararon con la curva estandar para determinar la linealidad en

un determinado rango de concentraciones.

7. ANALISIS ESTADISTICOS

Una vez obtenidos todos los datos de los niveles hormonales de cada individuo
del estudio, se procesaron con el paquete estadistico SPSS 19.0 (IBM Statistical
Pachage for the Social Sciences, USA, 2010) y algunos graficos se realizaron con

SigmaPlot V.11 (Systat Software), ambos para Windows.

7.1. Variables estadisticas empleadas

La base de datos utilizada incluia los resultados de las medias de los analisis
hormonales ademas de los datos separados por individuo, habitat, hormona

analizada y fecha/hora de recogida de la muestra.

Cada habitat fue tratado como una variable categdrica asi como el sexo de los
individuos y las estaciones de invierno y verano para determinar las posibles

variaciones hormonales estacionales para cada habitat.
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Las variables del estudio hormonal (glucocorticoides, progestagenos,

andrdgenos y estrogenos), fueron tratadas como variables continuas.

= Cautividad: se analizaron los datos conjuntos de los tres rinocerontes
correspondientes a este habitat. Ademas se estudié cada individuo por
separado para la realizaciéon de un perfil hormonal individual, asi como el

estudio detallado de Marina durante su gestacion.

= Semi-cautividad: los cuatro rinocerontes alojados en el Bioparc, se
estudiaron en su conjunto ademas de analizarse también por separado para la

realizacion de un perfil hormonal individual.

= Libertad: de los ocho rinocerontes estudiados en este habitat, se estudiaron
en conjunto todas las hembras y todos los machos, pues el limitado nimero de
muestras correspondientes a cada individuo, imposibilitd la realizaciéon de un

analisis estadistico fiable para los perfiles hormonales individuales.

7.2. Analisis estadistico de los resultados

Para el analisis descriptivo de las variables continuas se usé el valor medio y el
error estandar de la media. Los resultados fueron expresados en forma de media

(ng/g de heces secas) % error estandar de la media.

Para evaluar la relacién de las variables estacion, sexo y habitat con las
concentraciones hormonales, se analizaron los valores medios de cada sujeto
mediante el empleo de estadistica no paramétrica. Para evaluar el efecto de la
estacion se utilizo el test de Wilcoxon para muestras dependientes. Para evaluar el
efecto del sexo se utilizo la prueba U de Mann-Whitney para muestras
independientes. Para evaluar el efecto del habitat se utilizé el ANOVA por rangos
de Kruskall-Wallis, si dicho andlisis revelaba un efecto significativo se utilizé la
prueba U de Mann-Whitney para las comparaciones por pares corrigiendo el nivel
de significacién mediante el test de Bonferroni. Por otro lado, estdbamos también
interesados en evaluar la interaccion entre las variables estacidon y sexo; y estacion
y habitat. Para ello se cred la variable cambio estacional para cada hormona,
mediante la resta de los valores de invierno menos los valores de verano,
comparando las diferencias en dicha variable en cada uno de los factores sexo y
habitat con la prueba correspondiente (test de Wilcoxon y de Kruskall-Wallis,
respectivamente). Finalmente la relacion existente entre las variables continuas fue

evaluada empleando la correlacion de Pearson.
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Ademas, se realizé un analisis individual de cada sujeto mediante el estudio de
los cambios longitudinales de sus concentraciones hormonales a lo largo de todo el
periodo de estudio y las correlaciones entre estas (correlacion de Pearson). Ademas
se evaludé el cambio estacional (invierno-verano) de cada sujeto mediante un
ANOVA paramétrico de un factor seguido de las pruebas correspondientes post hoc

para comparaciones multiples (test de Bonferroni).

Para el analisis estadistico del comportamiento, se compararon los niveles de las
distintas variables hormonales en los dias posteriores a que ocurriera algin evento
distinto al comportamiento “normal y tranquilo” con los datos de los dias
posteriores en los que ocurriera un suceso tranquilo, mediante la prueba T de
Student.

Por otro lado, para la determinacion del sexo gonadal, se han ajustado tres
modelos de regresién logistica binaria para evaluar la capacidad predictiva de las
concentraciones de andrégenos y estrogenos sobre el sexo del sujeto. En primer
lugar, se emplearon las medias hormonales de los sujetos (n=15) para modelar la
variable sexo. Con los parametros obtenidos, en un segundo paso se clasificd cada
una de las 572 muestras (304 y 268 de hembras y machos respectivamente),

evaluando la clasificacion correcta. Los tres modelos evaluados fueron:
1) Modelo I: incorporaba las concentraciones de andrégenos y estréogenos;
2) Modelo II: incluia ademas, la interaccion entre ambas variables;

3) Modelo III: incluia la razén entre las concentraciones de andrdogenos vy

estrogenos.

El nivel de confianza de todos los analisis estadisticos utilizados fue del 95%,

considerandose significativos los valores de p< 0,05.
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1V. Resultados

1. VALIDACION DE LAS TECNICAS DE ANALISIS HORMONAL

Las concentraciones de glucocorticoides y progestagenos fueron analizadas en el
Departamento de Bioquimica de la Universidad de Medicina Veterinaria de Viena
(Veterindrischemedizin Universitat Wien, Austria) donde ademas, se validé el
metabolito del cortisol para la especie, mediante cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC). Los resultados de las concentraciones estan expresados en

nanogramos por gramo (ng/g) de heces secas.

Las concentraciones de andrdégenos y estrégenos se analizaron en el Laboratorio
de Endocrinologia del Departamento de Fisiologia (Fisiologia Animal) de la Facultad
de Veterinaria de la UCM. Los resultados de las concentraciones estan expresados

en nanogramos por gramo (ng/g) de heces secas.

1.1. Glucocorticoides

La validacion de los glucocorticoides analizados se realizd6 mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), que incluyd pooles de machos vy
hembras para cada habitat. Se realizd el estudio de Marina (Zoo de Madrid),
mediante pooles de los meses de antes y después del parto, para determinar qué
metabolito de cortisol era el principal que se obtiene de las muestras de heces de

rinoceronte blanco.

Se observd un pico del primer metabolito inmunorreactivo de cortisol a los 8
minutos aproximadamente, este pico se produce en todos los pooles de muestras y
otro pico mas pequefio alrededor de los 30 minutos (Grafico 1). El metabolito de
cortisol que se identificd fue el 5a-pregnano-3B, 11B, 21-triol-20-ona, analizado en

los analisis posteriores (EIA).
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Grafico 1: Resultados de HPLC de los glucocorticoides encontrados en heces de rinoceronte blanco.

¢ Parametros de validacion del EIA:

- Sensibilidad: el limite de deteccion de la técnica para los

glucocorticoides fue de 0,8 pg/pocillo.

- Especificidad: la reactividad cruzada del anticuerpo con otros
esteroides fue: 5a-pregnano-3f3, 113, 21-triol-20-ona 100%; 5a-pregnano-
3B, 11B, 203, 21-tetrol 110%; 5a-pregnano-3B, 113, 17a, 21-tetrol-20-
ona 45%,; 5a-androstano-3B, 11B-diol-17-ona 230%; cortisol vy

corticosterona < 1%.

- Precision: el coeficiente de variacion (CV) intra e interensayo para el

cortisol fue de 14 y 9,1 % respectivamente.

- Linealidad: en la determinacién de glucocorticoides en las diluciones
seriadas de pooles de heces de rinoceronte frente a la curva estandar,
obtuvimos una buena linealidad y paralelismo entre la diluciéon 1:10 y
1:100.
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1.1.1. Relacidn glucocorticoides y estrés

Para poder establecer una relacion entre los niveles de glucocorticoides que
pueden ser considerados como indicadores de estrés agudo, y ante la imposibilidad
de realizar un test de estimulacién con ACTH, monitorizamos el perfil hormonal de
una de las hembras de nuestro estudio (Marina, Zoo de Madrid) que fue inseminada
artificialmente (IA) en el mes de diciembre del 2007. Se estudiaron todos los meses
posibles (antes, durante y después) de su gestaciéon, para relacionar la
concentracion de los niveles de los glucocorticoides fecal durante este periodo y los
medidos durante el parto, evento natural estresante, y poder asi establecer qué

concentraciones de glucocorticoides son indicadoras de estrés.

Encontramos diferencias significativas en las medias de las concentraciones de
glucocorticoides entre el periodo de gestacion con respecto a los meses anteriores a
la IA y después del parto, asi como diferencias significativas entre los meses de
antes de la gestacién y después del parto. Ademds, se muestran las medias de

estas tres etapas y su error estandar (Grafico 2).

p <0,05
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Grafico 2: Media de la concentracion de glucocorticoides (ng/g), antes, durante y después de la
gestacion y el parto (p = Nivel de significacion). Datos estadisticos: valor medio de la concentracion de
glucocorticoides (ng/g) y error estandar de la media (ESM), antes, durante y después de la gestacion

(N=Tamano muestral).

Durante los dias posteriores al parto de Marina, encontramos un pico de

glucocorticoides (4.502,7 ng/g) correspondiente al dia del parto (Grafico 3).
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Griafico 3: Perfil hormonal de las concentraciones de glucocorticoides (ng/g), antes, durante y después

del parto de Marina.

1.2. Progestagenos

Los progestagenos (5B-pregano-3a-ol-20-ona), fueron analizados en el
Departamento de Bioquimica de la Universidad de Medicina Veterinaria de Viena
(Austria) pues lo han validado previamente para la especie del estudio
(Schwarzenberger et al., 1996b).

1.2.1. Relacion progestagenos y gestacidn

Para poder establecer una relacion entre los niveles de progestagenos que
podrian indicar la gestacion de una hembra, monitorizamos el perfil hormonal de
Marina, antes (Grafico 5), durante (Grafico 6) y después de su gestacion (Grafico
7), para comparar la concentracion de los niveles de los metabolitos de
progestagenos en heces durante la gestacion y poder asi establecer una relaciéon
entre las concentraciones de progestagenos y la identificacion de hembras

gestantes.

Encontramos diferencias significativas en las medias de las concentraciones de
progestagenos entre el periodo de gestacidén con respecto a los meses de antes de

la IA y los meses postparto (Grafico 4).
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Gréfico 4: Media de la concentracidon de progestdgenos (ng/g), antes, durante y después de la gestacion

y el parto. Tabla: valor medio de la concentracidon de progestagenos (ng/g) y error estandar de la media

(ESM), antes, durante y después de la gestacion.
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El valor medio de la
concentracion de progestagenos
durante este periodo se
mantiene alrededor de 500 ng/g
de heces secas (datos
estadisticos en Grafico 4). La
inseminacion  artificial se le
practicd el 07 de diciembre de
2007.

Grafico 5: Perfil hormonal de la concentracién de progestagenos (ng/g) antes de la inseminacion artificial

(IA) de Marina.

Gestacion y parto

250

200 A

-

a

o
L

Progestagenos (ug/g)
3

50 4

0 T T T T T T T -
abr/08 jun/08 ago/08 oct/08 dic/08 feb/09 abr/09 jun/09

El valor medio de los niveles de
progestagenos se eleva unas
200 veces con respecto al
periodo anterior a la IA,
situandose alrededor de
100.000 ng/g (100 pg/g) de
heces secas (datos estadisticos
en Grafico 4). Los niveles de
progestagenos empiezan a caer

unos dias después del parto.

Griafico 6: Perfil hormonal de la concentracion de progestadgenos (ng/g) durante la gestacion y el parto

de Marina.
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Grafico 7: Perfil hormonal de la concentracion de progestagenos (ng/g) después de la gestacion y parto

de Marina.

1.3. Andrdgenos y estrogenos

Los resultados de las concentraciones de androgenos y estrogenos de todas las
muestras fecales de los rinocerontes blancos de este estudio, fueron analizados en
el laboratorio de Endocrinologia del Departamento de Fisiologia Animal de la

Facultad de Veterinaria (UCM).
¢ Parametros de validacion:

- Sensibilidad: el limite de deteccidén de la técnica para los andrégenos

fue de 4,9 pg/pocillo y para los estrégenos 2,9 pg/ pocillo.

- Especificidad: la reactividad cruzada del anticuerpo de testosterona
con otros esteroides fue: 4-androsten-17B-ol-3-ona (testosterona: 100%),
5-a-dihidrotestosterona 20%, 5-B-dihidrotestosterona 5%,
androstenediona 11,5%, androstenediol 3,5%, androstenelona 3,21%, 5-
a-androstan-3-a 1% vy estradiol 1%. La reactividad cruzada del anticuerpo
de sulfato de estrona con otros esteroides fue: sulfato de estrona (100%),
glucurénido de estrona (70%), estradiol-17B (9,8%).

- Precision: el coeficiente de variacion (CV) intra e interensayo para los
andrdégenos fue de 4,32 y 7,87 % respectivamente. En el caso de los

estrogenos fue de 8,89 y 10,22 % respectivamente.

- Exactitud: El porcentaje de recuperacion para los andrégenos fue de

un 86,70%, mientras que para los estrégenos fue de 89,50%.
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- Linealidad: en la determinacién de andrégenos en las diluciones
seriadas de pooles de heces de rinoceronte frente a la curva estandar,
obtuvimos una buena linealidad (R?=0,994) y paralelismo entre la dilucidn
1:10 y 1:50 (Grafico 8a). En el caso del sulfato de estrona, la linealidad fue
buena también (R?= 0,993) desde la dilucién 1:10 hasta la 1:50 (Grafico
8b).
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Griafico 8: Determinacion de la concentracion de andrdgenos (a) y estrdgenos (b), en diluciones seriadas

de pooles de heces de rinoceronte.

2. ANALISIS GENERAL

Se han analizado un total de 703 muestras, de las cuales 131 fueron utilizadas
para los perfiles hormonales de glucocorticoides y progestagenos de Marina
anteriormente explicados. Las 572 muestras restantes de rinoceronte blanco,
fueron las analizadas para determinar las distintas concentraciones hormonales en
funcidén de las distintas variables del estudio (129 muestras de los 3 rinocerontes
del Zoo de Madrid; 286 muestras de los 4 rinocerontes del Bioparc de Valencia; 157

muestras correspondientes a 8 rinocerontes de la Reserva de Sudafrica).

2.1. Glucocorticoides

En el andlisis realizado para la comparacién de las medias de la concentracion
de glucocorticoides respecto al habitat del estudio, encontramos diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre los rinocerontes del Zoo (cautividad)
respecto a los de la Reserva (libertad), existiendo ademas una tendencia (p=0,72)
entre los rinocerontes mantenidos en cautividad y semi-cautividad (Bioparc)
(Grafico 9).
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Gréfico 9: Comparacion de la media de la concentracién de glucocorticoides (ng/g) entre los tres
habitats estudiados. Zoo (a): cautividad; Bioparc (b): semi-cautividad y Reserva (c): libertad. Datos
estadisticos: valor medio de la concentracion de glucocorticoides (ng/g) de los rinocerontes blancos

segun el habitat estudiado (N=Tamafio muestral; ESM=Error estandar de la media).

El analisis de los resultados de las concentraciones de glucocorticoides entre el
factor habitat y el factor estacion, no revela diferencias estadisticamente
significativas, siendo la media muy parecida entre ambas estaciones para cada

habitat del estudio (Grafico 10).
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Grafico 10: Concentracion de glucocorticoides entre invierno y verano en los tres habitats del estudio.
Datos estadisticos: valor medio de la concentraciéon de glucocorticoides (ng/g) de los rinocerontes

blancos segun el habitat y la estacion (N=Tamafio muestral; ESM=Error estandar de la media).
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Encontramos diferencias estadisticamentes significativas en la concentracion de
glucocorticoides segin el sexo de los rinocerontes, siendo casi el doble en la
hembras (Grafico 11).
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Grafico 11: Media de la concentracion de glucocorticoides en machos y hembras (N=Tamafio muestral;

ESM=Error estandar de la media;*=p<0,05).

En la comparacion del factor sexo con la estacion, observamos que tanto los
machos como las hembras, presentan unas concentraciones de glucocorticoides

muy similares tanto en invierno como en verano (Grafico 12).
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Grafico 12: Concentracion de glucocorticoides entre las estaciones de invierno y verano segun el sexo de
los rinocerontes. Datos estadisticos: valor medio de la concentracién de los glucocorticoides (ng/g) de

los rinocerontes segun el sexo y la estacion (N=Tamafo muestral; ESM=Error estdndar de la media).
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2.2. Andrégenos

La media de la concentracion de los androgenos en los tres habitats del estudio,
son significativamente diferentes entre los rinocerontes en cautividad y los
rinocerontes en semi-cautividad, asi como entre los rinocerontes en semi-cautividad
y libertad. Sin embargo no encontramos diferencias significativas en los resultados
de los rinocerontes en cautividad respecto a los que se encuentran en libertad
(Grafico 13).
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Gréfico 13: Comparacién de la concentraciéon de andrégenos (ng/g) entre los tres habitats estudiados.
Zoo: cautividad; Bioparc: semi-cautividad y Sudafrica: libertad. Datos estadisticos: valor medio de la
concentracion de androgenos (ng/g) de los rinocerontes blancos segun el habitat estudiado (N=Tamafo

muestral; ESM=Error estandar de la media).

Los resultados de la media de los andrégenos en invierno y en verano, no son
significativamente diferentes en el Zoo y la Reserva, sin embargo, en los
rinocerontes de la reserva, el valor es estadisticamente superior durante el verano

sudafricano (Grafico 14).
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Gréfico 14: Concentracién de los andrégenos entre invierno y verano en los tres habitats del estudio.
Datos estadisticos: valor medio de la concentracion de androgenos (ng/g) de los rinocerontes blancos

segun el habitat y la estacion (N=Tamafio muestral; ESM=Error estandar de la media).
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No encontramos diferencias significativas en la concentracion de los andrégenos

entre machos y hembras aunque la media es superior en los machos (Grafico 15).
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Grafico 15: Media de la concentracion de andrégenos en machos y hembras (N=Tamafo muestral;

ESM=Error estandar de la media).

Durante

los meses de verano,

la concentracion de los andrégenos es

significativamente superior, tanto en machos como en hembras (Grafico 16).
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Gréfico 16: Concentracién de andrégenos entre las estaciones de invierno y verano segun el sexo de los

rinocerontes. Datos estadisticos: valor medio de la concentraciéon de los andrégenos (ng/g) de los

rinocerontes segun el sexo y la estacion (N=Tamafio muestral, ESM=Error estandar de la media).
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2.3. Progestagenos

Los resultados de las medias de la concentracion de los metabolitos de
progestagenos en distintos habitats, muestran diferencias significativas entre los
rinocerontes mantenidos en cautividad con los rinocerontes en semi-cautividad y
los rinocerontes en libertad, pero no se encontraron diferencias significativas entre

los rinocerontes en semi-cautividad y libertad (Grafico 17).
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Gréfico 17: Comparacién de la concentracién de progestédgenos (ng/g) entre los tres habitats estudiados.
Zoo (a): cautividad; Bioparc (b): semi-cautividad y Reserva (c): libertad (NS=No significativo). Datos
estadisticos: Valor medio de la concentracion de progestagenos (ng/g) de los rinocerontes blancos segun

el habitat estudiado (N=Tamafio muestral; ESM=Error estandar de la media).

En el anadlisis de los progestagenos respecto al factor estacion en los tres
habitats del estudio, encontramos medias muy similares para ambas estaciones
tanto en el Zoo como en el Bioparc. Sin embargo, en los rinocerontes de la
Reserva, la media es significativamente superior durante el invierno sudafricano
(Grafico 18).
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Gréfico 18: Concentracidn de progestdgenos entre invierno y verano en los tres habitats del estudio (*=
p<0,05). Datos estadisticos: valor medio de la concentracién de progestagenos (ng/g) segun la estacién

y el habitat estudiado (N=Tamafio muestral; ESM=Error estandar de la media).
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La concentracion de los progestagenos no difiere significativamente entre

machos y hembras, siendo la media muy similar para ambos sexos (Grafico 19).
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Grafico 19: Media de la concentracion de progestagenos en machos y hembras (N=Tamafo muestral;

ESM=Error estandar de la media).

Entre las estaciones de invierno y verano, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en la concentracién de los progestagenos ni en los
machos ni en las hembras. Sin embargo, para ambos sexos, la concentracién es

superior durante los meses de invierno (Grafico 20).
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Grafico 20: Concentracion de progestagenos entre las estaciones de invierno y verano segun el sexo de
los rinocerontes. Datos estadisticos: valor medio de la concentracion de los progestagenos (ng/g) de los

rinocerontes segun el sexo y la estacion (N=Tamafio muestral;, ESM=Error estédndar de la media).
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2.4. Estrogenos

En los analisis de la concentracion de estrégenos, encontramos diferencias
significativas entre los rinocerontes del Zoo y los de la Reserva, asi como entre los
rinocerontes del Bioparc y la Reserva. Sin embargo, no encontramos diferencias

significativas entre los rinocerontes del Zoo y los del Bioparc (Grafico 21).
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Grafico 21: Comparacion de la concentracion de estrégenos (ng/g) entre los tres habitats estudiados.
Zoo (a): cautividad; Bioparc (b): semi-cautividad y Reserva (c): libertad. Datos estadisticos: valor
medio de la concentracién de estrégenos (ng/g) de los rinocerontes blancos segun el habitat estudiado

(N=Tamafo muestral; ESM=Error estandar de la media).

En los rinocerontes del Bioparc, la concentracién de estrégenos es similar tanto
en invierno como en verano. Sin embargo, observamos diferencias significativas en
las concentraciones de los rinocerontes del Zoo y de la Reserva, siendo
estadisticamente superior en verano para los rinocerontes en cautividad y en

invierno para los rinocerontes en libertad (Grafico 22).
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Grafico 22: Concentracion de estrégenos entre invierno y verano en los tres habitats del estudio. Datos
estadisticos: valor medio de la concentracién de estrégenos (ng/g) de los rinocerontes blancos segun el

habitat estudiado (N=Tamafo muestral; ESM=Error estandar de la media).
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La concentracion de estrégenos no difiere significativamente entre machos vy
hembras de rinoceronte, siendo la media superior en las hembras (Grafico 23).
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Gréfico 23: Media de la concentracién de estrégenos en machos y hembras (N=Tamafio muestral;

ESM=Error estandar de la media).

La media de la concentracion de estrégenos tanto en machos como en hembras,

no es significativamente diferente entre invierno y verano (Grafico 24).
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Grafico 24: Concentracion de estrdogenos entre las estaciones de invierno y verano segun el sexo de los
rinocerontes. Datos estadisticos: valor medio de la concentracién de estréogenos (ng/g) de los

rinocerontes segun el sexo y la estacion (N=Tamafio muestral;, ESM=Error estédndar de la media).
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2.5. Determinacion del sexo gonadal

Para la determinacion del sexo gonadal, se emplearon tres modelos de regresion
logistica binaria con el fin de evaluar la capacidad predictiva de las concentraciones
de andrégenos y estrégenos sobre el sexo del individuo. Los modelos se estimaron
con las medias de cada sujeto (n=15) y posteriormente, con los parametros de los
modelos ajustados, se procedié a determinar el sexo esperado para cada una de las
muestras individuales obtenidas (Tabla 8).

Clasificacion de los Clasificacion de las
sujetos muestras Punto de corte
Modelo
para macho*
Hembras | Machos | Total Hembras | Machos | Total
I 88,9% 50,0% | 73,3% 80,7% 68,3% | 74,9% A>0,47 E
II 88,9% 83,3% | 86,7% 76,0% 72,9% | 74,6% | A> 1,46 E - 222
A > (49,5 -
0,26E) / (0,24 -
III 88,9% 83,3% | 86,7% 70,0% 64,1% 67,3% !
(0] (0] (o] 0 (o] (o] OIOOIE)

Tabla 8: Modelos de regresion logistica binaria para evaluar la capacidad predictiva de las
concentraciones de andrégenos y estrédgenos sobre el sexo del individuo (*= probabilidad del 50%:

hembra<50%>macho; A= andrégenos; E= Estrégenos).

Los resultados muestran una mejor prediccion del modelo I y del modelo II
(74,9 y 74,6% respectivamente), por lo que se descarté el modelo III. Dado que
los modelos permiten predecir el sexo de los individuos a través las concentraciones
relativas de andrégenos y estrogenos, las caracteristicas individuales de cada
animal pueden hacer que en las muestras de determinados sujetos sea mas sencillo
atribuir el sexo del individuo que en otros. Para evaluar esto, calculamos los
porcentajes de clasificacion de las muestras de cada individuo, pudiendo realizar asi
un analisis mas detallado y discutir los posibles factores que podrian estar
implicados (Tabla 9).
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Sujeto N° de Modelo I Modelo II

muestras Porcentaje | Porcentaje
Marina 46 71,7 45,7
Hembra Vieja 46 89,1 91,3
Nombula 62 80,6 80,6
Maiai 69 91,3 91,3
Cow 7 19 81,3 81,3
Cow 17 14 76,9 76,9
Stompstert 12 50,0 41,7
Rodgie 21 76,2 66,7
TDI 15 66,7 66,7
Macho 37 58,8 52,9
Romulo 70 98,6 98,6
Cirilo 85 85,7 85,7
Bull 15.3.1 25 28,0 48,0
Bull 17.4.1 28 14,8 33,3
Bull 17.6 23 31,8 50,0

Tabla 9: Porcentaje de clasificacion de las muestras obtenidas de cada sujeto por los modelos Iy II.

Como podemos observar en la tabla 9, cada modelo presenta variacion
individual en los resultados de la determinacién del sexo en base a la concentracién
de andrdgenos y estrogenos, obteniedo mayores o menores porcentajes de aciertos

segun el animal.

3. GLUCOCORTICOIDES

3.1. Rinocerontes en cautividad (Zoo)

En los resultados de los analisis de las concentraciones de glucocorticoides en
las heces de los rinocerontes del Parque Zooldgico de Madrid, encontramos
diferencias significativas entre las dos hembras y entre los tres animales de este
habitat (Grafico 29). La media de la concentracion de glucorticoides que
encontramos en la Hembra Vieja, es significativamente superior al resto de

rinocerontes de este habitat (Grafico 25).
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Grafico 25: Comparacion de la concentracion de glucocorticoides (ng/g) entre el macho y las dos
hembras de rinoceronte blanco en cautividad (p=Nivel de significacion). Datos estadisticos: valor medio
de la concentraciéon de glucocorticoides en los tres rinocerontes del Zoo (N=Tamafio muestral;

ESM=Error estandar de la media).

En estos tres rinocerontes, no se ha observado ningln tipo de comportamiento
territorial ni dominante. Solo hay un macho y las dos hembras se encuentran
separadas, por lo que tampoco se ha observado ningln comportamiento

reproductivo destacable en ninguno de los animales.

En el perfil hormonal de la concentracidon de glucocorticoides que presentan los
rinocerontes mantenidos en cautividad (Zoo), observamos como los niveles de la
Hembra Vieja son los mas elevados, mientras que los de Marina y el macho, son
similares (Grafico 26). No encontramos ninguna correlacion significativa entre los

distintos perfiles hormonales de glucocorticoides.
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Grafico 26: Perfil hormonal de los glucocorticoides de las hembras (izquierda) y el macho (derecha) del

Zoo de Madrid (cautividad).

- 142 -



1V. Resultados

3.2. Rinocerontes en semi-cautividad (Bioparc)

En los resultados de los analisis de las concentraciones de los glucocorticoides
en las heces de los rinocerontes del Bioparc de Valencia, no encontramos
diferencias significativas entre las dos hembras (Grafico 27 a, Tabla d), sin
embargo, encontramos diferencias significativas entre los dos machos (Grafico 28

b, Tabla d), siendo Cirilo el que presenta una media superior de glucocorticoides.
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Grafico 27: Diferencia de la media de glucocorticoides entre las dos hembras (a), Nombula y Maiai vy
entre los dos machos (b), Rdmulo y Cirilo, en semi-cautividad (NS=No significativo, p=Nivel de

significacién).

(©) (d)
Nombula Maiai Cirilo Rémulo Rinoceronte N MediatESM
Nombula -- NS KKk HoAK Nombula 62 790,17+23,13
Maiai NS - Kk ok Maiai 69 790,12+31,14
Cirilo B Hak -- K Cirilo 85 645,44+18,32
Rémulo Ak xR Hrk -- Romulo 70 545,46+13,62

Datos estadisticos del grafico 27: Nivel de significacion en la comparacion de la media de la
concentracion de glucocorticoides entre los cuatro rinocerontes en semi-cautividad (c); Valor medio de la
concentracion de glucocorticoides de cada rinoceronte en semi-cautividad (d) (NS= no significativo;

***= p<0,001; N=Numero de muestras; ESM=error estandar de la media).

Se ha observado cierta dominancia de una de las hembras, Nombula, sobre la
otra (Maiai), inclusive sobre el macho que convive con ellas (Cirilo). Romulo es el
macho que se encuentra separado por ser muy agresivo con el resto de

rinocerontes y que ademas presenta una desarrollada estereotipia.
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Los perfiles hormonales de la concentracion de los glucocorticoides de las dos
hembras, muestran bastante similitud, siendo Nombula la que mantiene unos

niveles mas estables, mientras Maiai presenta mas cambios puntuales (Grafico 28).
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Gréfico 28: Perfil hormonal de los glucocorticoides de las hembras de los rinocerontes mantenidos en

semi-cautividad (Bioparc).

En los machos, es Romulo el que mantiene unos niveles de glucocorticoides
inferiores a los de Cirilo. Ademas, el perfil de Cirilo presenta mas picos de variacion

hormonal (Grafico 29).
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Grafico 29: Perfil hormonal de los glucocorticoides de los machos de los rinocerontes mantenidos en

semi-cautividad (Bioparc).
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Las correlaciones obtenidas entre estos rinocerontes se detallan en la tabla 10,
donde se muestra una correlacion positiva estadisticamente significativa entre los

tres rinocerontes que conviven juntos (Nombula, Maiai y Cirilo).

GLUCOCORTICOIDES
Nombula/ Nombula/ Nombula/ Maiai/ Maiai/ Rémulo/
Maiai Romulo Cirilo Rémulo Cirilo Cirilo
Corr.+ (*) NS Corr.+ (*) Corr.— (*) Corr.+ (*) NS

Tabla 10: Resumen de la correlacidn entre la concentracion de glucocorticoides y los distintos
rinocerontes del Bioparc. Corr.+ = Correlacién positiva; Corr.- = Correlacién negativa (NS= No

significativo; *= p<0,05).
3.3. Rinocerontes en libertad (Reserva)

Los resultados de las concentraciones de glucocorticoides son significativamente
diferentes entre casi todos los individuos que se encuentran en libertad. Los valores
para las hembras se muestran en el grafico 30 (a) y la estadistica comparativa
entre ellas en la tabla 11. Los valores obtenidos para los machos se detallan en el

grafico 30 (b) con sus correspondientes niveles de significacion entre ellos.
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Grafico 30: Diferencia de la media de glucocorticoides entre las cinco hembras (a) y los tres machos (b)

en libertad (p=Nivel de significacion; NS=No significativo).

COW?7 COW 17 RODGIE STOMPSTERT TDI

COW 7 — * %K * %K NS * %K
COW 17 K%K - K%K * NS
RODGIE K%K K%K - NS * %K
STOMPSTERT NS * NS -- Rk
TDI K%K NS * %K * koK -

Tabla 11: Diferencias estadisticas entre la media de glucocorticoides de las cinco hembras en libertad
(NS= No significativo; *=p<0,05=; ***=p<0,001).
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Entre los machos, destaca Bull 15.3.1 con una media de glucocorticoides
superior a los otros dos machos. Entre las hembras, Cow 7 y Stompstert son las
que tienen una media de glucocorticoides superior. Los valores del valor medio de
la concentracidn de glucocorticoides para cada animal de este habitat, se muestran

en la siguiente tabla (Tabla 12):

Rinoceronte N MediatESM

Bull 15.3.1 25  268,38%+19,16
Bull 17.4.1 28  203,25+13,03
Bull 17.6 23  200,63%+12,57
Cow 7 19 989,12+62,76
Cow 17 14  388,93+37,65
Cow Rodgie 21 692,51+46,98
Cow Stompstert 12 797,88+156,05
Cow TDI 15 314,07+£40,32

Tabla 12: Valor medio de la concentracion de glucocorticoides de cada uno de los rinocerontes en

libertad (N=Tamafio muestral; ESM= Error estandar de la media).

Se observd el comportamiento en libertad de todos los rinocerontes de este
habitat confirmando la existencia de un solo macho territorial (Bull 17.6). También
se vieron diversos grupos de rinocerontes que acostumbraban a caminar juntos.
Rodgie, su cria, Bull 17.4.1 y Bull 15.3.1 formaban el grupo mas numeroso que rara
vez se encontraban caminando separados. En los ultimos meses de este estudio,
Bull 17.4.1 comenz6 su vida en solitario, empezando también a marcar territorio.
Las madres, siempre acompafiadas de sus crias (las que tenian), a veces se
encontraban en grupo. Una de las hembras mas solitarias a lo largo del estudio, fue

Cow Stompstert, que coincide con el escaso nimero de muestras obtenido.

Los perfiles hormonales de las hembras para las dos estaciones se detallan en el
grafico 31, donde podemos observar que entre ellas, Cow TDI es la que mantiene
sus niveles mas constantes durante practicamente todo el estudio, mientras que

Cow 7 es la que presenta la mayor concentracion.
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Gréfico 31: Perfil hormonal de los glucocorticoides de las cinco hembras en libertad durante el invierno

(izquierda) y verano (derecha) sudafricanos (Reserva).

En los perfiles hormonales de los machos para las dos estaciones, observamos

concentraciones muy similares entre ellos durante el invierno, siendo mas variables

en verano (Grafico 32).
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Grafico 32: Perfil hormonal de los glucocorticoides de los tres machos en libertad durante el invierno

(izquierda) y verano (derecha) sudafricanos (Reserva).

Los resultados de las correlaciones de los glucocorticoides de los rinocerontes en

libertad, solo fueron significativos para los animales que aparecen en la siguiente
tabla (Tabla 13):

GLUCOCORTICOIDES
Stompstert/ Stompstert/ Bull 17.6/ Bull 17.6/
TDI Bull 15.3.1 Bull 17.4.1 Rodgie
Corr.+ (*) Corr.— (*) Corr.+ (*) Corr.— (*)

Tabla 13: Resumen de la correlacion de la concentracion de glucocorticoides entre los distintos

rinocerontes de la Reserva (Corr.+ = Correlacion positiva; Corr.- = Correlacidn negativa; *= p<0,05).
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4. ANDROGENOS

4.1. Rinocerontes en cautividad (Zoo)

La media de los resultados de la concentracion de los andrégenos es
estadisticamente diferente entre los tres rinocerontes de este habitat, siendo el

macho el que presenta la mayor concentracion de andrégenos (Grafico 33).

p <0,001

890 1 L . . S DATOS ESTADISTICOS DEL GRAFICO
o | s Rinocerontes N Media + ESM
Zoo

3 400 A °

< T Marina 46  52,47+7,16

2 300 4

[

8

=

Hembra Vieja 46 74,29+7,15

200 4

100 4

l Macho 37 185,61+19,72
[ ]

Marina Hembra Vieja I\/Ialcho

Gréfico 33: Comparacion de la concentracion de andrégenos (ng/g) entre los tres rinocerontes
mantenidos en cautividad (p=Nivel de significacién). Datos estadisticos: valor medio de la concentracién
de andrdgenos de cada rinoceronte mantenido en cautividad (N=Tamafio muestral; ESM=Error estandar

de la media).

Los perfiles hormonales de las hembras y el macho se representan en el grafico
34, donde observamos una correlacién negativa estadisticamente significativa entre

Marina y la Hembra Vieja (p<0,05).

La Hembra Vieja presenta concentraciones significativamente diferentes entre
invierno (39,03 £ 10,55 ng/g) y verano (75,38 = 10,84 ng/g), al igual que Marina
(invierno: 88,47 £ 14,47 ng/g; verano: 40,99 £ 11,70 ng/qg).
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Gréfico 34: Perfil hormonal de los andrdégenos de las dos hembras (izquierda) y el macho (derecha)

mantenidos en cautividad (Zoo).

4.2. Rinocerontes en semi-cautividad (Bioparc)

En los resultados de la concentracion de andrégenos entre las dos hembras y los
dos machos, no encontramos diferencias significativas (Grafico 35 a y b). Sin
embargo, encontramos diferencias significativas entre los distintos animales de este

habitat, independientemente del factor sexo (Tabla 14).
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Gréfico 35: Comparacion de la concentracion de andrégenos (ng/g) entre Nombula y Maiai (a) y Romulo

y Cirilo (b) (NS= No significativo).
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(c) (d)
Nombula Maiai Cirilo Rémulo Ri“;f)ir:r';tes N Media + ESM
Nombula -- NS  **x *okok Nombula 62 113,90+7,73
Maiai NS o RRx Rk Maiai 69 106,28+5,08
Cirilo xkk  kxk NS Rémulo 70 164,5248,33
Rémulo  *** %% NS - Cirilo 85 180,43%16,50

Tabla 14: Nivel de significacién en la comparacién de la media de la concentracién de andrégenos entre
los cuatro rinocerontes en semi-cautividad (NS= no significativo; ***= p<0,001). Datos estadisticos del
grafico 35: valor medio de la concentracion de andrdogenos de cada rinoceronte en semi-cautividad

(N=NUmero de muestras; ESM=error estandar de la media).

El perfil hormonal de las dos hembras es similar, siendo Nombula la que

presenta una media de andrégenos mas elevada (Grafico 36).
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Gréfico 36: Perfil hormonal de los andrégenos de las hembras de los rinocerontes mantenidos en semi-

cautividad (Bioparc).

- 150 -



1V. Resultados

En el caso de los machos, es Cirilo el que tiene mas elevados y estables los

niveles de andréogenos mientras Romulo presenta mas variabilidad (Grafico 37).
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Grafico 37: Perfil hormonal de los andrégenos de los machos de los rinocerontes mantenidos en semi-

cautividad (Bioparc).

Existen correlaciones hormonales estadisticamente significativas entre los tres

rinocerontes que viven juntos (Tabla 15).

ANDROGENOS
Nombula/ Nombula/ Nombula/ Maiai/ Maiai/ Rémulo/
Maiai Romulo Cirilo Romulo Cirilo Cirilo
(ES"[[,;;L NS Corr.+ (*) NS Corr.+ (*) NS

Tabla 15: Resumen de la correlacion de la concentracion de andrdogenos entre los distintos rinocerontes
del Bioparc (Corr.+ = Correlacién positiva; Corr.- = Correlacién negativa; NS= No significativo; *=
p<0,05; *** = p<0,001).

4.3. Rinocerontes en libertad (Reserva)

La media de la concentracion de andrdogenos entre las distintas hembras
estudiadas en este habitat no difiere significativamente entre unas y otras (Grafico
38a). En cuanto a los resultados de los machos, tampoco encontramos diferencias

significativas entre ninguno de ellos (Grafico 38b).
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Gréfico 38: Comparacién entre invierno y verano de la media de la concentracién de andrégenos (ng/g)

de cada hembra (a) y cada macho (b) de los rinocerontes en libertad (NS= No significativo).

Los resultados de la media de la concentracion de andrégenos para cada
rinoceronte mantenido en libertad, se muestran en la siguiente tabla (Tabla 16)
junto al error estandar de la media (ESM). Cow Rodgie es la hembra que presenta

la concentracion mas elevada, mientras que en los machos, es Bull 17.6.

Rinoceronte N MediatESM

Bull 15.3.1 25 86,12+16,15
Bull 17.4.1 28  65,92+8,09

Bull 17.6 23 86,61%+14,14
Cow 7 19 86,66+8,10

Cow 17 14 72,09+14,81
Cow Rodgie 21 81,65+19,19
Cow Stompstert 12 113,03+17,88
Cow TDI 15 68,11+10,26

Tabla 16: Valor medio de la concentraciéon de andrdgenos (ng/g) de cada uno de los rinocerontes en

libertad (N=Tamafio muestral; ESM= Error estandar de la media).

En los perfiles hormonales de las hembras (Grafico 39) y de los machos (Grafico
40) en invierno y verano, cabe destacar cierta similitud de perfiles entre algunos

individuos.

- 152 -



200

Hembras

400

Hembras

1V. Resultados

—v— Cow17
—o— Cow7
—8— Rodgie
A~ Stompstert
o TDI

180

160

140

120

100

80

Androgenos (ng/g)

60
0] &—0 T -

20

Andrégenos (ng/g)

300

250

200 4

150

T T
07fjun 21fjun

05/jul
ARIO 2010

19/jul

T
02/ago

Grafico 39: Perfil hormonal de los andrdgenos de las

(izquierda) y verano (derecha) sudafricanos (Reserva).
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Gréfico 40: Perfil hormonal de los andrégenos de los tres machos en libertad durante el invierno

(izquierda) y verano (derecha) sudafricanos (Reserva).

Por ello, observamos correlaciones positivas estadisticamente significativas

entre los siguientes rinocerontes (Tabla 17):

ANDROGENOS
Bull Stompstert/ Stompstert/ Cow 7/ Cow 7/ Bull
15.3.1/ Cow 17 Cow 7 Rodaie Bull 15.3.1/
Bull 17.6 9 17.6 Rodgie
Corr.+ (*) Corr.+ (*) Corr.+ (*) Corr.+(*) Corr.+(*) Corr.+ (***)

Tabla 17: Resumen de la correlacién en la concentracidn de andrdégenos entre los distintos rinocerontes

de la Reserva (Corr.+ =

p<0,05; **¥*= p<0,001).

- 153 -

Correlacion positiva; Corr.- = Correlacion negativa; NS= No significativo; *=



1V. Resultados

5. PROGESTAGENOS

5.1. Rinocerontes en cautividad (Zoo)

En los resultados de los analisis de las concentraciones de los progestagenos en
las heces de los rinocerontes del Zoo de Madrid, encontramos diferencias
significativas entre las dos hembras y entre la Hembra Vieja y el macho, no

existiendo diferencias significativas entre Marina y el macho (Grafico 41).
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Grafico 41: Comparacion de la concentracion de progestagenos (ng/g) entre el macho y las dos hembras
de rinoceronte blanco en cautividad (p=Nivel de significacién). Datos estadisticos: valor medio de la
concentracién de progestdgenos en los tres rinocerontes del Zoo (N=Tamafio muestral; ESM=Error

estéandar de la media).

Los perfiles de los progestagenos de las dos hembras se muestran en el grafico
42, donde podemos observar ocho ciclos hormonales de la Hembra Vieja que se
producen con una media de 21,00 + 1,68 dias y seis en Marina, con una media de
27,20 + 2,25 dias.
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Grafico 42: Perfil hormonal de los progestagenos de las dos hembras (izquierda) y el macho (derecha)

mantenidos en cautividad (Zoo).
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El perfil hormonal de los progestagenos para el macho, se muestran en el
grafico 43.
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Gréafico 43: Perfil hormonal de los progestégenos del rinoceronte macho del Zoo.

No encontramos ninguna correlacidon estadisticamente significativa entre los

perfiles hormonales de los progestagenos de los rinocerontes de este habitat.

5.2. Rinocerontes en semi-cautividad (Bioparc)

En los resultados de los analisis de las concentraciones de los progestagenos en
las heces de los rinocerontes del Bioparc de Valencia, encontramos diferencias
significativas (p<0,001) entre las dos hembras (Grafico 44a), siendo la media de la
concentracion de Nombula aproximadamente cinco veces superior a la de Maiai.
También encontramos diferencias significativas (p<0,05) entre los dos machos
(Grafico 44b), siendo ROmulo, el que presenta una media de progestagenos

superior a Cirilo.
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Grafico 44: Comparacion de la concentracion de progestagenos (ng/g) entre Nombula y Maiai (a) y entre

Rémulo y Cirilo (b) (p=Nivel de significacion).
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En la siguiente tabla (Tabla 18) se muestran las diferencias significativas
encontradas entre los distintos animales de este habitat. La concentracion de los

progestagenos es significativamente diferente entre todos los individuos.

(c) (d)
Nombula Maiai Cirilo Rémulo Rincn_cerontes N Media + ESM
Bioparc
Nombula -- Hokk *okok Ak Nombula 62 1.608,83+177,42
Maiai *kk -- Hokx Hokx Maiai 69 306,14+53,96
Cirilo Hokk Hokk -- * Rémulo 70 441,97+36,70
Romulo ok HAx * -- Cirilo 85 323,75+19,77

Tabla 18: Nivel de significacién en la comparaciéon de la media de la concentracién de progestidgenos
entre los cuatro rinocerontes en semi-cautividad (*= p<0,05; ***= p<0,001). Datos estadisticos del
grafico 44: valor medio de la concentracién de progestdgenos de cada rinoceronte en semi-cautividad

(N=Ndmero de muestras; ESM=error estdndar de la media).

Con el perfil hormonal de las dos hembras del Bioparc, observamos como
Nombula presenta ciclos con una media de 32,90 + 3,37 dias, mientras Maiai no
cicla con regularidad (94,33 + 29,58 dias) encontrando tan sélo picos puntuales de
progestagenos en determinados dias (Grafico 45). Existiendo ademas, una

correlacion positiva estadisticamente significativa entre ambas (p<0,01).
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Gréfico 45: Perfil hormonal de los progestédgenos de las hembras de los rinocerontes mantenidos en

semi-cautividad (Bioparc).
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En los perfiles de los machos, observamos como Romulo tiene una media
superior de progestagenos durante el verano (569,07 = 76,68 ng/g) respecto al
invierno (403,73 £ 56,73 ng/g) justo al contrario que Cirilo, cuya media es superior

en invierno (484,11 £ 46,08 ng/g) que en los meses de verano (255,90 + 21,34
ng/qg) (Grafico 46).
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Grafico 46: Perfil hormonal de los progestagenos de los machos de los rinocerontes mantenidos en semi-

cautividad (Bioparc).
5.3. Rinocerontes en libertad (Reserva)

La media de la concentracién de progestagenos entre las distintas hembras
estudiadas en este habitat no difiere mucho entre unas y otras, encontrando
diferencias significativas solo entre Rodgie y Cow 17; Rodgie y Stompstert (Grafico
47 izquierda). En cuanto a los resultados de los machos, encontramos diferencias
significativas (p<0,01) entre Bull 17.4.1 y Bull 17.6 (Grafico 47 derecha).
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Gréfico 47: Comparacion entre invierno y verano de la media de la concentracién de progestagenos de
cada hembra (izquierda) y cada macho (derecha) de los rinocerontes en libertad (Cow 7=a; Cow 17=b;
Rodgie=c; Stompstert= d; TDI= e; NS= No significativo; p=Nivel de significacion).
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Los resultados de la media de la concentracion de progestdgenos para cada

rinoceronte mantenido en libertad se muestran en la siguiente tabla (Tabla 19)

junto al error estandar de la media (ESM).

Rinoceronte N Media + ESM
Bull 15.3.1 25 388,70+51,08
Bull 17.4.1 28 460,71+47,98
Bull 17.6 23 280,53+47,43
Cow 7 19 392,73+60,91
Cow 17 14 234,33+53,10
Cow Rodgie 21 471,27+62,80
Cow Stompstert 12 261,61+74,62
Cow TDI 15 394,57+67,13

Tabla 19: Valor medio de la concentracidon de progestagenos de cada uno de los rinocerontes en libertad

(N=Tamafo muestral; ESM= Error estandar de la media).

Los perfiles hormonales de la concentracion de los progestdgenos de las

hembras en invierno y verano se detallan en el grafico 48. Dado el escaso nimero

de muestras no se ven ciclos claros en ninguna de las hembras en libertad

(Reserva), pero si que existe una correlacion positiva estadisticamente significativa

entre Cow 17 y Stompstert (p<0,01).
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Grafico 48: Perfil hormonal de los progestagenos en las cinco hembras en libertad durante el invierno

(izquierda) y verano (derecha) sudafricanos (Reserva).
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Los perfiles de los machos en invierno y verano parecen evolucionar de forma

muy similar en los tres machos (Grafico 49).
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Grafico 49: Perfil hormonal de los progestadgenos en

(izquierda) y verano (derecha) sudafricanos (Reserva).
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los tres machos en libertad durante el invierno

6.1. Rinocerontes en cautividad (Zoo)

En los resultados de los analisis de las concentraciones de los estréogenos en las

heces de los rinocerontes del Zoo de Madrid, encontramos diferencias significativas

entre las dos hembras y entre el Macho y la Hembra Vieja, no existiendo diferencias

significativas entre Marina y el Macho (Grafico 50).
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Gréfico 50: Comparacion de la concentracion de estrégenos (ng/g) entre el macho y las dos hembras de

rinoceronte blanco en cautividad (p=Nivel de significacion). Datos estadisticos: valor medio de la

concentracion de estrdgenos (ng/g) en los tres rinocerontes del Zoo (N=Tamafio muestral; ESM=Error

estandar de la media).
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El perfil hormonal de la Hembra Vieja parece tener ocho ciclos con una media de
25,38 £ 3,21. En el perfil de Marina se pueden observar seis ciclos con una media

de 26,67 + 6,17 (Grafico 51).
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Gréfico 51: Perfil hormonal de los estrédgenos de las dos hembras (izquierda) y el macho (derecha)

mantenidos en cautividad (Zoo).

No encontramos ninguna correlacion significativa entre los distintos perfiles

hormonales de estrogenos, entre los tres rinocerontes mantenidos en cautividad.

6.2. Rinocerontes en semi-cautividad (Bioparc)

En los resultados de la concentracion de estrogenos no encontramos diferencias
significativas ni entre las dos hembras ni entre los dos machos (Grafico 52 a y b).
Sin embargo, las medias difieren significativamente entre ellos (Tabla 20 c). Las
dos hembras presentan una concentracion superior de estrdégenos, siendo Maiai la

de mayor concentracion (Tabla 20 d).
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Gréfico 52: Comparacién de la concentracion de estrégenos (ng/g) entre Nombula y Maiai (a) y Rémulo

y Cirilo (b) (NS= No significativo).
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(c) (d)
Nombula Maiai Cirilo Roémulo Rino_cerontes N Media + ESM
Bioparc
Nombula -- NS *xok *xok Nombula 62 377,66+16,73
Maiai NS -- ok Ak Maiai 69 431,28+16,35
Cirilo ok ok -- NS Rémulo 70 147,8748,21
Romulo Hok* ok NS -- Cirilo 85 176,54+10,86

Tabla 20: Nivel de significacion en la comparacion de la media de la concentracion de estrogenos (ng/g)
entre los cuatro rinocerontes en semi-cautividad (NS= no significativo; ***= p<0,001). Datos
estadisticos del grafico 52: valor medio de la concentracién de estrégenos (ng/g) de cada rinoceronte en

semi-cautividad (N=NUmero de muestras; ESM=Error estandar de la media).

En el perfil hormonal de Maiai para los estrogenos se aprecia cierta ciclicidad en
base a la media (33,83 £ 5,55 dias), pero en el grafico los picos que se observan
ocurren en los ultimos meses del estudio. En Nombula se observa una ciclicidad
mas ritmica con un total de once ciclos y con una media entre ciclos de 31,30 =
5,51 dias (Grafico 53).

No existe una correlacion estadisticamente significativa en cuanto a la variacion

de estrégenos entre Nombula y Maiai.
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Grafico 53: Perfil hormonal de los estrégenos de las hembras de rinoceronte mantenidas en semi-

cautividad (Bioparc).
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En los perfiles hormonales de los machos (Grafico 54), observamos una media

general superior en Cirilo.
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Gréfico 54: Perfil hormonal de los estrégenos de los machos de rinoceronte mantenidos en semi-
cautividad (Bioparc).

6.3. Rinocerontes en libertad (Reserva)

La media de la concentraciéon de estrégenos entre las distintas hembras
estudiadas en este habitat no difiere entre unas y otras (Grafico 55 a). En cuanto a
los resultados de los machos, tampoco encontramos diferencias significativas
(Grafico 55 b).
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Gréfico 55: Comparacién entre invierno y verano de la media de la concentracidn de estrégenos (ng/g)

de cada hembra (a) y cada macho (b) de los rinocerontes en libertad (NS=No significativo).
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Los resultados de la media de la concentracidon de estrégenos para cada

rinoceronte mantenido en libertad, se muestran en la siguiente tabla (Tabla 21)

junto al error estandar de la media (ESM). Entre las hembras, Cow 7 es la que

presenta la concentracion mas elevada de estrogenos, y entre los machos, Bull

17.4.1.

Rinoceronte N Media + ESM
Bull 15.3.1 25 207,34+17,08
Bull 17.4.1 28 216,46+13,82
Bull 17.6 23 196,65+19,48
Cow 7 19 251,94+21,19
Cow 17 14 239,98+23,74
Cow Rodgie 21 225,80+15,57
Cow Stompstert 12 200,16+28,28
Cow TDI 15 220,53+25,91

Tabla 21: Valor medio de la concentracion de estrogenos (ng/g) de cada uno de los rinocerontes en

libertad (N=Tamafio muestral; ESM= Error estandar de la media).

Los perfiles hormonales para los estréogenos, tanto en hembras como en

machos, parecen variar paralelamente en cada grupo de individuos (Grafico 56 y

57). Existiendo entre Cow 17 y Stompstert; Cow 7 y Cow TDI, una correlacion

positiva estadisticamente significativa (p<0,05).
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Grafico 56: Perfil hormonal de los estrégenos en las

(izquierda) y verano (derecha) sudafricanos (Reserva).
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Gréfico 57: Perfil hormonal de los estrédgenos en los tres machos en libertad durante el invierno

(izquierda) y verano (derecha) sudafricanos (Reserva).

7. CORRELACIONES HORMONALES Y CICLOS OVARICOS

7.1. Hembras en cautividad (Zoo)

Analizamos las posibles correlaciones entre las hormonas estudiadas de todos

los individuos mantenidos en cautividad. Tras el analisis de Pearson, encontramos

una correlacion estadisticamente significativa entre los glucocorticoides y los

andrégenos en Marina, mientras que la Hembra Vieja presenta una correlacion

negativa significativa entre los niveles de glucocorticoides y progestagenos. En el

macho, los glucocorticoides y los andrégenos estan correlacionados negativamente

(Tabla 22).

MARINA HEMBRA VIEJA MACHO

Glucocorticoides/Progestagenos NS Corr. - **x* NS
L ; Corr. + Corr. -

Glucocorticoides /Andrégenos s NS N

Progestagenos / Androgenos NS NS NS

Progestagenos /Estrogenos NS NS NS

Andrégenos /Estrégenos NS NS NS

Tabla 22: Andlisis de correlacion entre las distintas hormonas analizadas (Corr. + = correlacién positiva;

Corr. - = correlacion negativa; ***=p<0,001; **= p<0,01; *=p<0,05; NS= No significativo).

En el perfil hormonal de Marina, analizamos las posibles correlaciones entre los

glucocorticoides y los progestagenos, antes, durante y después de la gestacion,

encontrando una correlacion positiva estadisticamente significativa entre ambas

hormonas, antes y durante la gestacion, perdiendo dicha correlacién durante los

meses posteriores al parto (Tabla 23).
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Gestacion y parto Después

Glucocorticoides/Progestagenos Corr. +
(Correlacién de Pearson) *k

Corr. +
>k %k 3k

NS

Tabla 23: Analisis de correlacidn entre los glucocorticoides y los progestagenos. Corr. +

correlacion

positiva; Corr. - = correlacién negativa; ***=p<0,001; **= p<0,01; *=p<0,05; NS= No significativo).

Dichas correlaciones las podemos observar en los siguientes graficos (58,59 y

60).
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Gréfico 58: Perfil hormonal de los glucocorticoides y de los progestdgenos de Marina antes de la

inseminacion artificial (IA).
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Gréfico 60: Perfil hormonal de los glucocorticoides y de los progestdgenos de Marina después de la

gestacion.

Durante el periodo de estudio del afio 2010 de Marina, vemos los seis ciclos
caracterizados anteriormente comentados, con una elevacion de progestagenos
cada 27,20 £+ 2,25 dias y de estrégenos cada 26,67 = 6,17 dias (Grafico 61).
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Grafico 61: Perfil hormonal de los progestagenos y de los estrogenos de Marina durante los meses de

estudio del afio 2010.

En el perfil hormonal de la Hembra Vieja, observamos cierta ciclicidad, con
elevaciones de estrogenos en pequefios intervalos de tiempo, y donde podemos
observar los ocho ciclos hormonales que se producen con una elevaciéon de
progestagenos cada 21,00 = 1,68 dias y de estréogenos cada 25,38 + 3,21 dias
(Grafico 62).
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Grafico 62: Perfil hormonal de los progestégenos y de los estrégenos de la Hembra Vieja.

7.2. Hembras en semi-cautividad (Bioparc)

Los resultados de los analisis de correlacién de los rinocerontes en semi-
cautividad muestran distintas correlaciones (Tabla 22) cabe destacar la correlacion
positiva significativa entre los andrdégenos y los estrogenos que presentan los dos
machos y una de las hembras (Nombula). Ademas, los glucocorticoides y los
andrdégenos estan correlacionados positivamente en Cirilo y los progestagenos y los

estrogenos en Maiai.

NOMBULA MAIAI ROMULO CIRILO

Glucocorticoides/Progestagenos NS NS NS NS
Glucocorticoides /Androgenos NS NS NS Cor*r. +
Progestagenos / Andrégenos NS NS NS NS

Progestagenos /Estrogenos NS CTL'*JF NS NS
Androgenos /Estrogenos CO'I‘ * NS CO'I‘ * Cor;. *

Tabla 24: Analisis de correlacidon entre las distintas hormonas analizadas. Corr. + = correlacion positiva;

Corr. - = correlacion negativa; ***=p<0,001; **= p<0,01; *=p<0,05; NS= No significativo).
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En el perfil hormonal de Maiai, observamos elevaciones hormonales sin aparente
regularidad con una media entre picos de progestagenos cada 94,33 + 29,58 dias y
de estrégenos cada 33,83 % 5,55 dias (Grafico 63).
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Grafico 63: Perfil hormonal de los progestagenos y de los estrégenos de Maiai.

En el perfil de Nombula, existe cierta regularidad, sobre todo en los ultimos
meses del estudio (febrero-junio) con los picos de progestagenos cada 32,90 %
3,37 dias y de estrégenos cada 31,30 = 5,51 dias (Grafico 64).
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Grafico 64: Perfil hormonal de los progestagenos y de los estrégenos de Nombula.
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7.3. Rinocerontes en libertad (Reserva)

Los resultados de los analisis de correlacion entre las distintas hormonas en los
individuos en libertad se muestran en la siguiente tabla. Cabe destacar Ia
correlacion positiva estadisticamente significativa entre los glucocorticoides y los
progestagenos en dos de las hembras (Cow 7 y 17); la correlacion positiva entre
los glucocorticoides y los andrégenos en tres individuos; la correlacién positiva
entre los progestadgenos y los estrogenos en tres individuos y la correlaciéon
negativa entre los progestagenos y los andrdégenos que coincide también en tres
individuos (Tabla 25).

cow CcCoOw17 cow cow cow BULL BULL BULL
7 RODGIE STOMPSTERT TDI 15.3.1 174.1 17.6
Glucocorticoides; Corr.+  Corr.+ NS NS NS Corr.- NS NS
Progestagenos * * *
Glucocorticoides/ NS NS Corr.+ Corr.+ NS Corr.+ NS NS
Androgenos * * *okok
icoi Corr.+
Glucocorticoides/ NS NS NS NS NS NS NS
Estrogenos *
Progestagenos/  COIT-- \e Corr.- NS NS Corr.- \s s
Andrégenos * * *
Progestagenos/ NS NS Corr.+ NS NS Corr.+ Corr.+ NS
Estrogenos * Kk *
A Corr.-
Androgenos/ NS NS NS NS NS NS NS
Estrégenos *

Tabla 25: Analisis de correlacidon entre las distintas hormonas analizadas. Corr. + = correlacion positiva;

Corr. - = correlacion negativa; ***= p<0,001; **= p<0,01; *= p<0,05; NS= No significativo).

Debido al escaso niumero de muestras obtenido de las hembras en libertad, no

es posible observar ciclos en ninguna de ellas.
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8. ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO

8.1. Rinocerontes en cautividad (Zoo)

De forma habitual, los rinocerontes de este habitat presentan conductas
normales y tranquilas, salvo alguna pequefia pelea puntual, sin embargo, no
disponemos de tablas de comportamiento especificas de uso diario para los
rinocerontes de este habitat, tan solo contamos con los datos observacionales

realizados por sus cuidadores de forma general.

Durante el estudio, el comportamiento de la Hembra Vieja fue muy tranquilo y
calmado mientras que en la pareja (Marina y el macho) se han dado pequefias
peleas, donde Marina parece expresar cierta dominancia, pero nada fuera de lo

normal, dentro del comportamiento habitual que presentan los rinocerontes.

El amamantamiento de la cria de Marina, durd alrededor de 5 meses, desde

Mayo hasta Septiembre (2009) aproximadamente.

8.2. Rinocerontes en semi-cautividad (Bioparc)

Los resultados de los rinocerontes mantenidos en semi-cautividad, tanto en las
hembras (Grafico 65) como en los machos (Grafico 66), reflejan una prevalencia de

comportamiento “normal y tranquilo”.
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Gréfico 65: Frecuencia relativa de los comportamientos observados en cada hembra de rinoceronte

blanco en semi-libertad (Bioparc).
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Grafico 66: Frecuencia relativa de los comportamientos observados en cada hembra de rinoceronte

blanco en semi-libertad (Bioparc).

8.3. Rinocerontes en libertad (Reserva)

En los resultados obtenidos tanto en las hembras (Grafico 67) como en los

machos (Grafico 68), observamos una prevalencia del comportamiento “normal y

I A\Y III

tranquilo”. Cabe destacar, el “comportamiento territorial” observado en una de las

hembras (Stompstert).
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Grafico 67: Frecuencia relativa de los comportamientos observados en cada hembra de rinoceronte

blanco en libertad (Reserva).
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Entre los machos, destaca Bull 17.6, cuyo resultado muestra una elevada

frecuencia de comportamiento territorial (Grafico 68).
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Gréfico 68: Frecuencia relativa de los comportamientos observados en cada macho de rinoceronte

blanco en libertad (Reserva).

Recordemos que los comportamientos observados se redujeron a dos grupos, en
los cuales, el grupo 0 considera el comportamiento “normal y tranquilo”, mientras
que en el grupo 1 entran todos aquellos comportamientos que difieren del grupo 0
(ver Material y Métodos, apartado 2.3). De esta forma, los comportamientos

observados en los rinocerontes en libertad, se resumen en la siguiente tabla (26):

RINOCERONTE Grupo 0 Grupo 1 TOTAL

BULL 15.3.1 5 8 13
BULL 17.4.1 10 7 17
BULL 17.6 1 5
Cow 17 2 2
Cow 7 4 1
COW RODGIE 6 5 11
COW STOMPSTERT 3 1
COwW TDI 4 0
TOTAL 35 29 64

Tabla 26: Numero de conductas observadas, clasificadas segun el grupo, en cada uno de los

rinocerontes en libertad (Reserva).
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En los resultados de este analisis estadistico para cada una de las hormonas
analizadas en este estudio, observamos diferencias estadisticamente significativas
tan solo en las concentraciones de androgenos (Grafico 69), donde encontramos
que cualquiera de las conductas observadas (grupo 1), producen un aumento

significativo en la concentracion fecal de androgenos.
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Grafico 69: Diferencia en la concentracion media de testosterona (ng/g) en los rinocerontes en libertad

(Reserva), cuando los rinocerontes se encuentran en estado “normal y tranquilo” (0) y cuando presentan

alguna de las conductas analizadas (1) (*=p<0,05).
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V. Discusion

El drastico aumento de la caza furtiva de rinoceronte, esta llevando a la especie
a una situacién critica de supervivencia. Actualmente, los individuos que se
mantienen en cautividad podrian ser su Unica salvaguarda, con el inconveniente de
que, aun hoy en dia, se desconocen las causas de su baja tasa reproductora en
cautividad (Gunn et al., 1998; Schwarzenberger et al., 1999; Hermes et al., 2004;
Carlstead y Brown, 2005; Swaisgood et al., 2006). Como es sabido, las condiciones
de cautividad alteran los ciclos bioldgicos y hormonales normales del animal, que
no solo desembocan en fracaso reproductivo, sino que también alteran su bienestar
y su comportamiento social (Gunn et al., 1998; Menargues et al., 2006;

Schwarzenberger, 2007b).

Este trabajo de Tesis Doctoral presenta el primer estudio longitudinal y
comparativo, mediante el analisis no invasivo de glucocorticoides y hormonas
sexuales, para relacionarlo con las distintas condiciones de cautividad que pudieran
estar alterando tanto la biologia reproductiva como el comportamiento del
rinoceronte blanco (Ceratotherium simum simum), en base a los resultados
comparativos de tres poblaciones diferentes: cautividad (Zoo de Madrid), semi-

cautividad (Bioparc de Valencia) y libertad (Reserva de Sudafrica).

1. ANALISIS GENERAL

1.1. Glucocorticoides y estrés

Hemos realizado el analisis de glucocorticoides puesto que han sido utilizados en
numerosos estudios, como agentes evaluadores de la relacidén entre los estresantes
ambientales y el estado de salud del animal (Brousset et al., 2005; Chinadurai et
al., 2009; Sheriff et al., 2011; Barette et al., 2012; Vick et al., 2012) para obtener
la informacion necesaria de como los animales perciben y se adaptan a su entorno,
siendo una medida indirecta del bienestar animal (Schwarzenberger et al., 2000a;
Reeder y Kramer, 2005; Sheriff et al., 2011).

Para evaluar la respuesta de la corteza adrenal, lo mas habitual es realizar un
test de estimulacion con ACTH (ACTH Challenge) (Wasser et al., 2000; Metrione y
Harder, 2011), o bien, realizar el transporte o la translocacion de alguno de los
rinocerontes, que se sabe actla como estimulo estresante (Turner et al., 2002;
Viljoen et al., 2008; Linklater et al., 2010), para posteriormente analizar los niveles
de glucocorticoides. Con el fin de mantener el caracter no invasivo de nuestro

estudio, no se realizd la estimulacion con ACTH a ninguno de los ejemplares vy
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debido a las circunstancias, tampoco pudieron ser transportados, por lo que se
utilizoé el parto de una de las hembras del estudio, como evento natural estresante
para la valoracion de los niveles de glucocorticoides que reflejan estrés agudo
(Hudson et al., 1976; Alehagen et al., 2001).

La secrecién de las hormonas corticoadrenales esta controlada por una multitud
de factores externos e internos, incluyendo los ritmos circadianos (Illera et al.,
1993; Bell-Pedersen et al., 2005; Jerjes et al., 2006; Thanos et al., 2009), la
estacion del afio (Wingfield y Kitaysky, 2002; Chinadurai et al., 2009; Barja et al.,
2011), la alimentacién (Carr, 2002; Schibler et al., 2003; Moreno et al., 2011),
etc., en respuesta a muchos tipos de estimulos tanto ambientales como sociales
(Summers, 2002; Carlstead y Brown, 2005). También son caracteristicas, las
grandes diferencias individuales que ocurren en la mayoria de las especies (Weibel
et al., 2002; Touma et al., 2003).

Aunque no todos los parametros que controlan la secrecidon de glucocorticoides,
pudieron ser examinados, se identificaron diversas relaciones entre los datos de las
concentraciones de glucocorticoides y determinadas caracteristicas de su habitat
y/0 comportamiento, que pueden ser indicativos de las respuestas a los factores
estresantes examinados. Entre ellos, hemos considerado el tipo/condiciones del
habitat, el estatus social, la estacién del afio, el comportamiento, la alimentacién y
el sexo. Sin embargo, tenemos que ser cautelosos con los resultados, pues una
gran variedad de posibles estimulos estresantes podrian haber afectado los perfiles
de glucocorticoides observados en los rinocerontes evaluados en este estudio,
incluyendo, por ejemplo, los ruidos, los cambios de cuidador, eventos concretos,
etc.

Recordemos que en el habitat de cautividad (Zoo), las condiciones en las que se
encuentran los rinocerontes incluyen recintos de menores dimensiones en
comparacion a los otros dos habitats, en ausencia de relaciones interespecificas con
otras especies animales, existiendo, tan solo, relaciones intraespecificas entre la
pareja de rinocerontes que convive junta (Marina y el macho). Ademas, el recinto
donde se encuentran, presenta escasa vegetacion, estando cubierto de arena, la
mayor parte del recinto. En el habitat de semi-cautividad (Bioparc), los recintos
presentan mayores dimensiones y los rinocerontes pueden establecer relaciones
tanto intra como interespecificas con otras especies tipicas de la sabana africana
(cebras, antilopes, etc.), excepto en el caso de Romulo, que es el Unico rinoceronte
que se mantiene en un recinto apartado del resto, pero con contacto visual y

olfativo con los otros rinocerontes y especies animales. Ademas, la vegetacion
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existente en el recinto es mas abundante, aunque también esta cubierto de arena.
En nuestro estudio, la poblacion de rinocerontes en libertad (Reserva de Mabula)
cubre unas 10.000 hectareas, donde los animales pueden moverse libremente a
cualquiera de sus zonas (lagos, pastizales, zonas arboladas, arbustivas, etc.). Se
encuentran en contacto directo con multitud de especies africanas (cebras,
antilopes, elefantes, bufalos, etc.) y eligen en todo momento qué comer, cuando y
donde, asi como seleccionar su cobijo para dormir, o su zona preferida de

descanso, disfrutando de libertad total en sus movimientos y toma de decisiones.

Los resultados obtenidos muestran una media en la concentracién de
glucocorticoides mucho mas elevada en los rinocerontes mantenidos en cautividad,
respecto a la poblacién en libertad. La media de los rinocerontes mantenidos en
semi-cautividad, también es superior frente a los rinocerontes en libertad, aunque
no estadisticamente diferente. Podemos decir, por tanto, que existe una relacién
lineal, que parece que indica que cuanto mas estrictas son las condiciones de
cautividad del rinoceronte blanco, mayor alteracion se produce en la respuesta
normal del eje corticotropo, elevando los niveles de glucocorticoides. Actualmente,
no conocemos ningun estudio, que haya podido incluir tres habitats diferentes,
comparando distintas condiciones de cautividad con una poblacién en libertad y son
pocos los estudios que han comparado los niveles de glucocorticoides en cautividad
y/o en libertad. Asi por ejemplo, y de acuerdo con el estudio de Fanson y
colaboradores (2012), realizado en el lince canadiense (Lynx canadensis), los
niveles de glucocorticoides fecales que detectaron en los animales mantenidos en
cautividad, fueron significativamente superiores respecto a la poblacion en libertad
estudiada. En otros estudios (Pirovino et al., 2011), también han sido relacionados
los bajos niveles de glucocorticoides con mayores dimensiones del recinto y

proteccidn visual frente a las visitas turisticas.

En diversas especies animales, han sido descritos distintos factores asociados a
las condiciones de cautividad, que alteran los ciclos bioldgicos normales de las
especies, ya sea por las escasas dimensiones de los recintos (Pirovino et al., 2011),
o las relaciones sociales artificiales en que se encuentran, aumentando la respuesta
del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal, y elevando consecuentemente la secrecidon de
glucocorticoides frente a los diversos estimulos estresantes derivados de sus
condiciones en cautividad (Gunn et al., 1998; Cinkova, 2006; Schwarzenberger,
2007b).
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Ademas, quisimos detectar si existia o no diferencia estacional (invierno-verano)
en la secrecion de glucocorticoides, puesto que otros autores, han descrito la
existencia de dicha variacion estacional para diferentes especies animales. En el
estudio de Taillon y Coté (2008), realizado en cervatillos de cola blanca (Odocoileus
virginianus) encontraron una disminucidon en los niveles de glucocorticoides a lo
largo del invierno (enero-marzo), que atribuyeron a una estrategia hormonal para
suprimir la respuesta al estrés, provocada por las duras condiciones invernales,
evitando asi, el gasto enérgetico. Por otro lado, en el estudio de Chinadurai y
colaboradores (2009), detectaron diferencias estacionales en la produccién de
glucocorticoides fecales en diversas especies de herbivoros sudafricanos: jirafa
(Giraffa camelopardalis), impala (Aepyceros melampus), nyala (Tragelaphus
buxtoni), kudl (Tragelaphus strepsiceros), fiu azul (Connochaetes taurinus) y cebra
(Equus burchelli). En todas ellas, los niveles de glucocorticoides eran superiores
durante la estacion seca (invierno sudafricano: junio-agosto) frente a la época de
lluvias (verano sudafricano: diciembre-febrero). Sin embargo, no pudieron
relacionar el aumento en la secrecion de glucocorticoides con un factor en concreto,
debido a las numerosas variables que podian estar implicadas (temperatura, estado
reproductor, etc.). Los mismos resultados obtuvieron en su estudio Weingrill y
colaboradores (2004) en papiones negros (Papio wursinus), y Corlatti vy
colaboradores (2011) en ciervos rojos (Cervus elaphus), relacionando el aumento
de glucocorticoides encontrado durante el invierno, a la variacién estacional

(principalmente horas de luz diarias y temperatura, respectivamente).

En nuestro estudio, los resultados de las medias de los niveles de
glucocorticoides obtenidas respecto a la variable estacion, no son estadisticamente
significativos entre invierno y verano en ninguno de los tres habitats. Sin embargo,
tanto para los rinocerontes mantenidos en semi-cautividad como los que se
encuentran en libertad, la media de la concentracién es ligeramente mas elevada
durante el verano, observandose un leve patron estacional en el rinoceronte blanco,
ya que los niveles caen durante el invierno, bien por la pérdida de masa corporal y
estrategia hormonal antes comentada (Taillon y C6té, 2008) para otros ungulados,
o0 bien, debido a otros factores no cuantificados en nuestro estudio, como por
ejemplo, las horas diarias de luz, la humedad o el cambio de temperatura entre las
distintas estaciones, ya que el calor podria actuar como estimulo estresante para el
animal, provocando un aumento en la secrecion de glucocorticoides durante el
verano (Alvarez y Johnson, 1973; Abilay et al., 1975) y los tres habitats de nuestro
estudio, se encuentran en zonas geograficas diferentes, con variables ambientales

muy distintas entre si: Madrid, donde se encuentra el Zoo (cautividad) es la mas
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seca, mientras Valencia (semi-cautividad) y Sudafrica (libertad) son mas humedas.
La temperatura también fluctia entre los tres habitats y sus diferentes estaciones,
por lo que también debe ser tenido en cuenta a la hora de valorar los resultados, a
pesar de que los datos correspondientes a dichas variables, no han sido recogidos

en nuestro estudio.

Por otro lado, es posible que la diferencia estacional encontrada en la secreciéon
de glucocorticoides, aunque no sea estadisticamente significativa, esté relacionada
con la reproduccion. La seleccion natural favorece a las hembras que producen
descendencia coincidente con la época de abundancia de alimentos de alta calidad
(Prendergast et al., 2002). Por ello, teniendo en cuenta que la gestacion de un
rinoceronte dura 16 meses, parece ldgico pensar que en los rinocerontes en
libertad, la época mas adecuada para reproducirse, deberia ser antes o durante el
verano sudafricano, para que la época del nacimiento de las crias coincida con el
final del verano sudafricano, donde se dan las mejores condiciones para un 6ptimo
desarrollo de la cria y un nutritivo amamantamiento, pues las numerosas lluvias, la
temperatura y las horas de luz diarias, resultan en abundante alimento de alta
calidad. En general, no existe un consenso generalizado que indique si en los
mamiferos, existe o no un aumento de glucocorticoides que esté relacionado con la
época reproductora, puesto que muchos estudios difieren segun los resultados
obtenidos y las especies estudiadas (Romero, 2002). Sin embargo, en aquellas
especies estrictamente reproductoras estacionales, debe existir un aumento de la
secrecion de glucocorticoides durante la estacion reproductiva, para que ésta,
pueda darse con éxito (Norris, 2007). Por tanto, puesto que los rinocerontes no son
considerados como una especie reproductora estacional estricta, no observamos
dicha diferencia estacional estadisticamente significativa, aunque si se ha
observado un ligero patron estacional respecto a la variacion de los niveles de
glucocorticoides, de acuerdo a lo descrito en esta especie por Kretzschmar y
colaboradores (2004), que detectaron dicho patron estacional en base a los
resultados del analisis de andrdgenos, encontrando niveles superiores durante la
época de lluvias (verano), al igual que los niveles de glucocorticoides encontrados
en los rinocerontes de nuestro estudio, son ligeramente mas elevados en la misma

época para nuestro habitat en libertad y semi-cautividad.

Cabe destacar, que la presion turistica es un comun denominador a todos los
habitats de nuestro estudio, siendo el verano, la estacidon que mas turismo genera.
Aunque en ninguno de los habitats existe una diferencia estadisticamente

significativa respecto a la estacién, coincide que en semi-cutividad y libertad los
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niveles son mas elevados durante el verano, ocurriendo a la inversa en cautividad.
La presion turistica podria explicar que los niveles de glucocorticoides de los
rinocerontes mantenidos en semi-cautividad y libertad aumenten durante el verano,
puesto que ya en otros estudios se ha visto una elevacién de dichas hormonas
debido a la presidn turistica (Barja et al., 2007). Por otro lado, durante la estacion
seca (invierno), la falta de recursos alimenticios provoca peleas y cambios
conductuales en los rinocerontes en libertad, mientras que en cautividad, estaria
mas relacionado con los cambios de temperatura debido a la zona geografica donde
se encuentran (Corlatti et al., 2011). Todo esto, podria haber generado una
diferencia estacional sobre la concentracion de glucocorticoides, que de alguna
forma permanece equilibrada en ambas estaciones, no quedando reflejada

estadisticamente en nuestros resultados.

Hay que tener en cuenta, que existe ademas una diferencia estadistica en
cuanto a la media de glucocorticoides respecto al factor sexo, siendo las hembras,
las que poseen una media superior frente a los machos. Esta diferencia, parece ser
debida a distintas rutas de excrecion entre ambos sexos que también varia con la
especie, segun apuntaron en su estudio Touma y colaboradores (2003), que
encontraron una mayor concentracion de glucocorticoides en las heces de ratones
macho frente a las hembras. Ademads, existen marcadas diferencias en las
respuestas al estrés que realizan los machos y las hembras, habiéndose propuesto
que se deben a la influencia de los distintos esteroides sexuales, sobre el eje
hipotalamo-hipéfisis-adrenal (Handa et al., 1994; Fanson et al., 2012). Por tanto,
los mecanismos por los que el estrés impacta sobre la reproducciéon, puede diferir
entre los sexos ya que puede estar influida, al menos en parte, por la accién de los

esteroides sexuales (Tilbrook et al., 2000).

En resumen, no podemos descartar que exista cierto patron estacional en la
reproduccion del rinoceronte, ni que la presion turistica no ejerza sus efectos
durante el verano, a la vez que lo hace la escasez de recursos durante el invierno, o
las variaciones ambientales que ocurren en cada habitat debido a la temperatura,
humedad y horas de luz (Prendergast et al., 2002; Weingrill et al., 2004). Por todo
esto, es posible que se mantenga un cierto equilibrio, que no produce diferencias
significativas en nuestros resultados. Para poder confirmar si existe o no diferencia
estacional, seria necesario ampliar el estudio, con un mayor numero de
rinocerontes y realizando el analisis hormonal durante un afio completo, afiadiendo
mas variables como pudieran ser la temperatura y humedad que se registran

durante dicho periodo en cada habitat. Sin embargo, si que hemos detectado una
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relacion lineal entre los niveles de glucocorticoides y las condiciones de cautividad
en las que se encuentran los rinocerontes en cada uno de los tres tipos de habitats,
de forma que parece que cuanto mas estrictas son dichas condiciones de
cautividad, mayores niveles de glucocorticoides presenta esta especie. Ademas, de
acuerdo a lo descrito por Touma y colaboradores (2003), encontramos un
diferencia estadisticamente significativa en la media de los niveles de
glucocorticoides en base al sexo, que podria estar relacionada tanto con la
reproduccion, como con la distinta respuesta a los estimulos estresantes que parece
existir segun el sexo (Tilbrook et al., 2000), pero en cualquier caso, que debe ser
tenida en cuenta a la hora de valorar los niveles de glucocorticoides en esta especie

en futuros trabajos.

1.2. Hormonas sexuales

En el analisis realizado en la comparaciéon de la media de androgenos en los
tres habitats del estudio, observamos una diferencia estadisticamente significativa
en la media de la concentracion de andrdégenos, entre los rinocerontes mantenidos
en semi-cautividad y los otros dos habitats (cautividad y libertad), siendo la media
de la concentraciéon de andrdogenos de los rinocerontes mantenidos en semi-
cautividad, la mas alta de los tres habitats estudiados. Este resultado, pudiera ser
debido al aumento de andrégenos que se produce cuando hembras y machos de
rinoceronte conviven juntos (Kretszchmar et al., 2004; Christensen et al., 2009) y
dado que se mantienen en semi-cautividad, no pueden evitar dichas relaciones
intraespecificas, reflejandose en parte, con una media superior en la concentracién

de andrdégenos.

Algunos autores han investigado la interaccion entre los diferentes ejes
endocrinos en la regulacion del comportamiento reproductivo, existiendo una fuerte
interaccién entre los androgenos y glucocorticoides que determina la presencia o
ausencia de secrecion de la glandula adrenal (Schwarzenberger et al., 2000b;
Brown et al., 2001). Ya en 1983, el estudio de Bouissou en grandes mamiferos,
asocié los comportamientos agresivos y el aumento de testosterona a los periodos
reproductores, particularmente en especies reproductoras estacionales. En diversas
especies, se ha comprobado que la variacién hormonal estd regulada por cambios
estacionales (Aguirre et al., 2007; Abaigar et al., 2010). Al realizar el analisis de las
medias de las concentraciones de andrdégenos incluyendo el factor habitat y el
factor estacion, nuestros resultados en la poblacion de rinocerontes en libertad,

aparece una interesante diferencia estadisticamente significativa, en cuanto a los
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niveles de androgenos, que parecen reflejar este concepto, siendo las
concentraciones hormonales en verano, estadisticamente superiores a las de
invierno (coincidiendo con los resultados de los niveles de glucocorticoides, pues
recordemos que son también ligeramente superiores durante el verano, tanto para
los rinocerontes en libertad como para los de semi-cautividad). Ademas, nuestro
resultado concuerda con lo descrito por Kretzschmar y colaboradores (2004), que
no sdlo observaron un aumento en la concentracion de andrégenos en los machos
durante la época de lluvias sino que ademas, pudieron relacionarlo con el
comportamiento reproductivo que presentaron dichos animales en esa misma época
(mayor numero de conflictos y acercamientos sexuales), de forma que sefialaron la
posibilidad de la existencia de un ligero patron reproductivo estacional en el

rinoceronte blanco.

Otro factor que pudiera haber elevado los niveles de andrégenos durante el
verano, es el aumento de temperatura, pues en las génadas masculinas (testiculos)
se tiene que mantener una cierta temperatura para evitar una reduccién en la
calidad y movilidad espermatica (Pincher, 1945; El-Sheikh y Casida, 1955). Este
efecto de termorregulacién, es posible que haya generado un aumento en la
produccion andrégenica a nivel gonadal, elevando significativamente la media de la
concentracion de androgenos durante el verano en los rinocerontes en libertad

(reserva sudafricana).

Como cabia esperar, la concentracion media de andrégenos encontrada en los
machos es superior a la de las hembras, aunque sorprendentemente, no es una
diferencia estadisticamente significativa. Por otro lado, en el analisis realizado
segln el sexo y la estacion, la concentracion de la media de androgenos es
estadisticamente superior durante los meses de verano para ambos sexos, lo que
vuelve a hacer referencia al patron reproductivo estacional antes comentado, que

pudiera existir en el rinoceronte blanco (Kretszchmar et al., 2004).

Ademas, la concentracion media de progestagenos mas alta la obtenemos
también en los rinocerontes en semi-cautividad (Bioparc), seguidos de los
mantenidos en libertad (Reserva), observando las concentraciones mas bajas en los
rinocerontes en cautividad (Zoo). Estos resultados, coinciden con los niveles de
andrdogenos, siendo los rinocerontes mantenidos en semi-cautividad los que
presentan la media mas alta. Debido a las diferentes condiciones que presenta cada
habitat y en concreto en el Bioparc (semi-cautividad), la existencia de relaciones
sociales intraespecificas que mantienen los rinocerontes de este habitat, podrian

derivar en el aumento de los niveles de progestagenos, estadisticamente diferentes
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a los otros dos habitats de nuestro estudio. Es importante destacar, que las
hembras que se encuentran en semi-cautividad son las mas joévenes de nuestro
estudio, pudiendo ser el factor edad, el que produce esta diferencia significativa en

las medias de progestagenos de los distintos habitats estudiados.

Al introducir el factor estacién, tan solo en los rinocerontes de la reserva
sudafricana observamos diferencias significativas en la media de la concentracion
de progestagenos, siendo dichos niveles, superiores durante el invierno. Puesto que
este habitat es el que usamos como referencia en nuestro estudio comparativo,
para valorar lo que ocurre en dos habitats distintos de cautividad, tomamos como
detalle, que los valores de progestagenos aumentan significativamente durante el
invierno sudafricano en los rinocerontes en libertad y el hecho de que no exista
dicha diferencia estacional en los rinocerontes en cautividad y semi-cautividad,
puede deberse precisamente al hecho de su condicibn en cautividad y la
consecuente alteracion de su fisiologia y ritmos bioldgicos. Por otro lado, el hecho
de que la media de progestagenos aumente en invierno en los rinocerontes en
libertad, podria asociarse nuevamente a lo anteriormente comentado respecto a la
reproduccion estacional en el rinoceronte blanco, ya que es sabido, que los
progestagenos regulan el comportamiento sexual femenino (Norris, 2007; Guerra-
Araiza et al., 2009). Por otro lado, debemos tener en cuenta que una o varias de
las hembras en libertad podria haber estado gestante durante nuestro periodo de
recogida de muestras, y debido a que los niveles de progestdgenos aumentan
drasticamente durante la gestacion, principalmente a partir del tercer mes de
gestaciéon (Garnier et al., 1998; Patton et al., 1999; Schwarzenberger et
al., 1996b; Schwarzenberger et al., 2000b; MacDonald et al., 2008), la media de
progestagenos obtenida podria estar inusualmente elevada, en caso de existir
alguna gestacion en las hembras de rinoceronte en libertad estudiadas. Si fuera
esta la causa de la diferencia estadistica encontrada en las concentraciones de
progestagenos entre invierno y verano, coincidiriamos con Garnier y colaboradores
(2002) en que en la naturaleza, los rinocerontes son poliéstricos y reproductores no
estacionales, siendo el rinoceronte de Sumatra, la Unica especie de las cinco
especies actuales de rinoceronte, que presenta ovulacién inducida (Roth et al.,
2001; Hermes et al., 2007).

En la concentracion media de progestagenos que presentan las hembras y los
machos, tampoco existe una diferencia estadisticamente significativa, aunque los
niveles son levemente superiores en las hembras. Los progestagenos, son

producidos por todos los tejidos esteroidogénicos como intermediarios en la sintesis
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de la mayoria de las hormonas esteroides, sintetizandose principalmente en la
corteza adrenal, en los testiculos y en los ovarios (De Geyter et al., 2002; Norris,
2007). Es por esto, que las concentraciones que presentan tanto los machos como
las hembras, no difieren significativamente entre ellos, de acuerdo a lo descrito por
Morden y colaboradores (2011), que tampoco encontraron diferencias significativas
en la concentracion de progestagenos entre renos machos y hembras. Por tanto,
sugerimos la imposibilidad de sexar la especie objeto de este estudio, en base a la

concentracion de progestagenos.

Los niveles de estrégenos encontrados en los distintos habitats, muestran una
concentracion significativamente superior en los rinocerontes mantenidos en
cautividad y semi-cautividad respecto a los rinocerontes en libertad. En base a la
bibliografia consultada, algunos autores indican que los niveles de estréogenos en el
rinoceronte, pueden aumentar en base a la alimentacién, pues los fitoestrégenos
suplementados en la dieta, pueden elevar dichas concentraciones, ademas de
afectar a la reproduccién en dichos animales (Tubbs et al., 2012). Sabemos que la
alimentaciéon de los rinocerontes en cautividad y semi-cautividad, se basa
principalmente en pienso, heno y alfalfa, aunque desconocemos la proporcion de
fitoestrogenos que podrian estar ingiriendo de forma habitual mediante la dieta, no
descartamos la posibilidad de la influencia que pudieran haber tenido sobre las
concentraciones de estréogenos analizadas en las tres poblaciones de rinocerontes

del estudio.

En las dos estaciones del estudio, la media de la concentracién de estréogenos se
eleva significativamente en los rinocerontes en cautividad durante el verano,
mientras que en los rinocerontes en libertad, dicho aumento ocurre durante el
invierno, siendo la diferencia estadisticamente significativa. Ya ha quedado
referenciado, que las condiciones en cautividad alteran la fisiologia normal de los
animales, por ello, los ciclos hormonales normales de los rinocerontes en cautividad
pueden estar alterados, provocando este extrafio aumento en la concentracion de
estrogenos, que ocurre a la inversa de lo que parece suceder en esta especie, en su
habitat natural. Adn asi, también habria que tener en cuenta que cabe la posibilidad
de que el aumento de estrogenos durante el invierno en la poblaciéon en libertad,
esté relacionado con los fitoestrdgenos que reciben mediante el suplemento

alimenticio antes comentado.
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En las hembras de los rinocerontes estudiados en libertad, el aumento de la
concentracion de estrogenos durante el invierno, coincide con la elevacion de
progestagenos. Puesto que los andrdégenos son precursores de los estrogenos, la
concentracion media de los androgenos en esta estacidon (invierno) es
significativamente inferior en comparacion al verano, pues parece que los
andrdogenos han sido convertidos a estrogenos (mediante el complejo enzimatico
citocromo P450 aromatasa) catalizando la conversion de la testosterona en
estradiol-178 y la androstenediona en estrona (Gruber et al., 2002; Moyes y
Schulte, 2007) tanto a nivel del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal como a nivel
gonadal, aumentando consecuentemente la media de los niveles de estrégenos vy
disminuyendo la media de los niveles de andrégenos, ambos, de forma
estadisticamente significativa, en los rinocerontes en libertad durante el invierno
sudafricano. Por otro lado, en base a los resultados de las concentraciones de
estrogenos obtenidas, parece que vuelve a quedar reflejado el patrén reproductivo
estacional que parece observarse en esta especie respecto a todas las hormonas

sexuales.

La concentracion de estrégenos y andrégenos, se mantienen en niveles basales
durante la gestacion (Schwarzenberger et al., 1996b; Schwarzenberger et al.,
2000b), pudiendo ser utilizados como referencia de ciclos ovulatorios (Kassam y
Lasley, 1981; Kock et al., 1991). Es por esto, que si una o varias de las hembras en
libertad hubieran estado gestantes durante la recogida de muestras de nuestro
estudio, esperariamos quizas que los niveles de estrégenos hubieran resultado
inferiores durante el invierno, aunque en cualquier caso, dependeria de la etapa de
la gestacion en que se encontraran las hembras. Sin olvidar, por otro lado, que los
fitoestrogenos suplementados por la dieta podria estar alternado los niveles de

estrogenos.

La concentracién media de estrogenos en base al factor sexo, es mayor en las
hembras respecto a los machos, aunque sorprendentemente, no es un resultado
estadisticamente significativo. Cabria esperar, que dicha concentracién fuera
significativamente diferente entre ambos sexos, pues a nivel gonadal y debido a los
ciclos estrales de las hembras, la produccion de estrdégenos varia ciclicamente,
encontrando concentraciones plasmaticas bajas justo antes de la ovulacion y altas
en la fase preovulatoria, cuyo aumento es también responsable del comportamiento
reproductivo en la hembra (Norris, 2007; Gruber et al., 2002), sin embargo, con el
muestreo realizado en heces, es posible que dicha elevacion no haya sido

detectada. Por otro lado, debido a la importancia que también poseen los
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estrogenos sobre los machos, tanto a nivel de los 6rganos reproductores (Hess et
al., 1997; Gruber et al., 2002) como a nivel de comportamiento reproductor
(Norris, 2007) parece motivo suficiente, para que no haya sido posible detectar
diferencias estadisticas, en las medias de las concentraciones de estrdogenos entre

ambos sexos en la especie objeto de este estudio.

Respecto a las hormonas sexuales, podemos resumir todo lo anteriormente

descrito, en varios puntos:

- La media de los niveles de andrdgenos, aumenta significativamente durante el
verano o estacion lluviosa, tanto para los machos como para las hembras en su
habitat natural, no habiéndose observado dicha diferencia en los dos habitats de
cautividad estudiados. Este resultado coincide con lo descrito por Krestzchmar y
colaboradores (2004), segun los cuales, dicho aumento en la concentracién de
andrdégenos en los machos de rinoceronte, es debido a la existencia de un patrén
reproductivo estacional que parece ocurrir en los rinocerontes en libertad pero que

no ocurre en los mantenidos en cautividad.

- La media de la concentracién de progestagenos es significativamente superior
en los rinocerontes en libertad, durante el invierno sudafricano, no existiendo dicha
diferencia en ninguno de los dos habitats de cautividad estudiados. Esta diferencia,
bien puede ser debida al aumento de la actividad del eje hipotalamo-hip&fisis-
adrenal en respuesta a las dificiles condiciones en las que se encuentran los
animales durante el invierno, puesto que son intermediarios en la sintesis de la
mayoria de las hormonas esteroides (De Geyter et al., 2002; Norris, 2007)
aumentando su produccidon en base a tener reservas suficientes para la produccion
de otras hormonas que sean requeridas. O bien, el aumento en la concentracion de
progestagenos, puede ser debido al patron estacional observado en primer lugar

con los niveles de andrdgenos.
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- La media de la concentracion de estrégenos, es significativamente superior en
invierno en los rinocerontes en libertad, existiendo también una diferencia
estadistica en los rinocerontes en cautividad, con las concentraciones mas elevadas
justo al contrario de lo que ocurre en libertad. Si asumimos que lo que ocurre en
los rinocerontes en libertad estudiados, es lo mas cercano a la normalidad
fisiologica y hormonal de esta especie, este resultado podria ser consecuencia de la
alteracion general que se produce en los animales en cautividad, derivado de las
condiciones en que se encuentran. Este aumento de estrogenos durante el invierno,
también podria asociarse a la influencia de los fitoestrogenos de la dieta o con la
tendencia reproductiva estacional, que nosotros no sélo hemos encontrado en
relacion a los androgenos (Krestzchmar et al., 2004), sino que parece ocurrir

también en relacidon a la concentracion de todas las hormonas sexuales analizadas.

1.2.1. Determinacién del sexo gonadal

Algunos autores han encontrado evidencias que apoyan que la proporcidon entre
andrdgenos y estrogenos determina el sexo gonadal en todas las especies del reino
animal (Bogart, 1987; Tiwary y Li, 2009). En general, el uso de dicha proporcion
como herramienta en la determinacién del sexo mediante el analisis de muestras
fecales, resulta interesante en aquellas especies en que no es facil distinguir los
machos de las hembras, como por ejemplo ocurre en muchas aves (Tell y Lasley,
1991).

Como en la mayoria de mamiferos, en los rinocerontes, la observacién directa
del animal permite distinguir entre ambos sexos, pero a veces resulta una tarea
complicada la correcta identificacion del individuo, o cuando, por ejemplo, no es
posible ver el momento de la defecacién. Por ello, hemos considerado interesante
desarrollar un modelo, que permita la identificacion del sexo a través de las
concentraciones relativas de estrogenos y andrégenos obtenidas mediante la
determinacion hormonal en muestras fecales. Esto seria una alternativa econémica
a los analisis genéticos que pueden realizarse en la actualidad, facilitando asi el
manejo de poblaciones en libertad. Por lo que este tipo de analisis, no solo es
relevante evaluarlo en la especie de este estudio, sino también para realizarlo en

otras especies salvajes.

- 189 -



V.Discusion

Con nuestros datos, hemos ajustado tres modelos de regresion logistica binaria
con el fin de evaluar la capacidad predictiva sobre el sexo de los rinocerontes a
través de las concentraciones fecales de estrogenos (E) y andrégenos (A). De estos
tres modelos, el modelo I, seria el equivalente al ratio estréogenos: andrdogenos
(E:A) que es el mas comunmente utilizado (Tell y Lasley, 1991). Este modelo, es el
que presenta el mayor porcentaje total de aciertos (74,9%), resultando muy
sensible en la deteccidon de las heces de las hembras (80,7%). Sin embargo, este
modelo es poco especifico, clasificando el 31,3% de las muestras de los machos
como del sexo hembra. El modelo II, es el que presenta una especificidad y
sensibilidad mas equilibrada en la determinacion gonadal de los sexos, presentando
tasas de acierto similares tanto para las hembras (76,0% aciertos) como para los
machos (72,9% aciertos), de forma que es capaz de discriminar entre ambos sexos
con una confianza media del 74,6%. Finalmente hemos descartado el modelo III,

por haber sido el menos fiable en la determinacion del sexo (67,3%).

Un estudio realizado en buUhos manchados (Strix occidentalis occidentalis),
observd que el ratio estrogenos:testosterona (E:T) para la determinacién del sexo
en estas aves, estaba influenciado principalmente por el estado reproductivo y
fisiologico del animal pero no por las variables del habitat (Washburn et al., 2004).
De acuerdo a estos autores, en nuestros resultados detallados por animal, aunque
existe gran variabilidad entre los distintos individuos analizados, observamos una
mayor influencia del estado reproductivo y fisiolégico del animal que de las
condiciones del habitat donde se encuentran, de esta forma, tanto los machos como
las hembras de mayor edad, poseen los porcentajes de aciertos mas elevados,
encontrando un ajuste mas pobre en aquellos individuos de menor edad o en

hembras supuestamente gestantes.

Son muchos los factores que deben ser tenidos en cuenta a la hora de
determinar el sexo en base al analisis hormonal, pues pueden alterar el resultado
del modelo. En los rinocerontes en libertad, ya hemos comentado la variacion
estacional observada en la concentracion de andrdgenos, siendo ésta mas elevada
durante el verano (estacion lluviosa), y en la concentracidn de estrdgenos, que
aumenta durante el invierno. Puesto que los androgenos son precursores de los
estrogenos (Gruber et al., 2002; Moyes y Schulte, 2007), es ldgico pensar que si se
eleva la concentracion de estrégenos, disminuya la del precursor, pero hay que
tenerlo en cuenta a la hora de determinar el sexo en base a la concentracién de
dichas hormonas, y ademas, habria que valorar el efecto de los fitoestrégenos

suplementados por la dieta (Tubbs et al., 2012).
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Por otro lado, también hay que tener presente que a nivel gonadal y debido a
los ciclos estrales de las hembras, la produccion de estréogenos varia ciclicamente,
encontrando concentraciones plasmaticas bajas justo antes de la ovulacion y altas
en la fase preovulatoria, (Norris, 2007; Gruber et al., 2002) y que ademas, durante
la gestacidn, la concentracion de estrogenos y andrdgenos, se mantienen en niveles
basales (Schwarzenberger et al., 1996b; Schwarzenberger et al., 2000b), lo que

también podria influir en el resultado hormonal para la determinacion del sexo.

En resumen, aunque el modelo ajustado en este estudio en base a Ia
concentracion de andrdgenos y estrogenos posee casi un 75% de fiabilidad en la
prediccién del sexo, es necesario tener en cuenta el resto de factores que pudieran
alterar la concentracion hormonal de la muestra y no descartamos la posibilidad de
realizar un modelo mas fiable incluyendo la concentracion de otras hormonas, como

por ejemplo los progestagenos.

2. ANALISIS INDIVIDUAL

2.1. Rinocerontes en cautividad (Zoo)

En este habitat, encontramos una pareja de rinocerontes (macho y hembra,
Marina) que conviven juntos con una cria de unos 3 afios de edad. Apartada de
ellos, se encuentra la Hembra Vieja, en un recinto aislado, pero manteniendo

contacto visual y olfativo con los otros individuos de su especie.

Recordemos que el analisis de los niveles de glucocorticoides es un componente
esencial en la evaluacion de la respuesta al estrés, que aunque debe considerarse
junto a otros parametros, ofrece una considerable informacién de cémo los
animales perciben y se adaptan a su entorno, siendo ademas una medida indirecta
del bienestar animal (Schwarzenberger et al., 2000a; Reeder y Kramer, 2005;
Sheriff et al., 2011). De los tres rinocerontes de este habitat, la concentracion
media de glucocorticoides de la Hembra Vieja es la mas elevada. Entre la pareja,
Marina presenta niveles estadisticamente superiores al macho, con el cual mantiene
un perfil longitudinal similar a lo largo del tiempo. Este resultado concuerda con lo
observado, puesto que el lazo mas fuerte que se produce en los rinocerontes es
entre una hembra y su cria mas joven (Hutchins y Kreger, 2006), y su estado
constante de alerta para proteger y cuidar de su cria, ademas de encontrarse por

ello, mas irritable de lo normal frente al macho con el que convive (Laurie, 1982;

- 191 -



V.Discusion

Hutchins y Kreger, 2006), explicaria que los niveles de glucocorticoides de Marina

sean superiores a los del macho.

Teniendo en cuenta que de forma natural, el rinoceronte blanco aparece en
pequefios grupos familiares (Tatman et al., 2000), y que solo los machos adultos
territoriales son solitarios (Kretzschmar et al., 2004; Stgen et al., 2009), es normal
pensar que el estrés debido a las relaciones sociales de los grupos artificiales
formados en cautividad, las deficiencias nutricionales o la falta de variacion
estacional en el suministro de alimentos, pueden influenciar en el balance hormonal
y comportamiento, disminuyendo el estado de salud tanto fisico como fisioldgico,
pudiendo llegar a causar infertilidad tanto en machos como en hembras (Gunn et
al., 1998; Menargues, 2005; Cinkova, 2006; Schwarzenberger, 2007b).

Los mayores niveles de glucocorticoides, los encontramos en la Hembra Vieja,
existiendo una diferencia estadisticamente significativa respecto a los otros dos
rinocerontes de este habitat. El hecho de encontrarse apartada de cualquier otro
individuo de su especie, ademas de su avanzada edad, parecen haber derivado en
un aumento de la concentracion de glucocorticoides fecales en esta hembra, a lo
que también hay que afiadir un conjunto de estimulos que probablemente hayan
provocado una serie de cambios internos en el animal para adaptarse a su
situacion. Esta respuesta, es fundamentalmente neuroendocrina, con una activacion
del sistema simpatico-adrenomedular, que conlleva la liberacién de catecolaminas y
del eje corticotropo, con la liberacion de hormonas adrenales que inducen cambios
en el metabolismo y/o regulacién idnica y que trabajan para combatir los factores
fisioldogicos y psicoldgicos para eliminar o neutralizar el estimulo estresante
(Chacon, 2004; Reeder y Kramer, 2005; Norris, 2007). Pero la elevada
concentracion de glucocorticoides que presenta mantenida en el tiempo, puede
tener efectos perjudiciales para el animal (Rothschild et al., 2008) ya que podria
presentar una hipertrofia de la glandula adrenal, con la consecuente pérdida de
masa corporal y actividad reproductora, ademas de inmunosupresion (Norris,
2007). Pensamos que sus elevadas concentraciones de glucocorticoides son
consecuencia de su edad, su condicidn fisioldgica y la inactividad ovarica debido a
prolongados periodos no reproductivos (Carlstead y Brown, 2005) y que dichos
niveles, han podido generar patologias reproductivas en esta hembra (Hermes et
al., 2006), a pesar de que el andlisis de los efectos del estrés sobre el eje
reproductivo no estd del todo claro, pudiendo incluir multiples vias hormonales y

neuronales dependiendo de la naturaleza del estimulo estresante, la especie, el
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estado hormonal y social del animal (Breen et al., 2005; Avitsur et al., 2007;

Norris y Lopez, 2011).

Marina presenta los niveles mas bajos de andrdgenos, seguido de la Hembra
Vieja y finalmente, el macho, con los niveles mas elevados. Esto coincide con
Krestzchmar (2004), puesto que el macho convive con una hembra, lo que eleva de
forma natural sus concentraciones de andrdogenos. Por otro lado, hay que tener en
cuenta el factor sexo, pues como en este habitat no hay ningln otro macho, no se
puede comparar y los niveles mas elevados podrian deberse tan solo a una

diferencia de sexo.

Los niveles de estrogenos encontrados en la Hembra Vieja son los mas elevados
de estos rinocerontes. Esto coincide con ser la hembra de mayor nivel de
glucocorticoides, pues parece, que esa elevacién hormonal, afecta en la produccién
de estrégenos. Su concentracién de progestdgenos también es la mas elevada, y
teniendo en cuenta lo anteriormente descrito, parece que en general, esta hembra
es un ejemplo de desarreglo hormonal, probablemente, como hemos sefialado
anteriormente, debido a la suma de varios factores: su avanzada edad, su
condicion fisioldgica y sus condiciones de cautividad en el recinto en que se
encuentra. En general, los patrones de los ciclos reproductivos en las hembras de
rinoceronte blanco presentan una gran variacion individual (Schwarzenberger et al.,
1998), de esta forma, los ciclos estrales de la Hembra Vieja, que ocurren con una
cuestionable regularidad, presentan una media de la concentracion de estrégenos
muy elevada, lo que podria ser indicativo de la presencia de quistes foliculares
(Hermes et al., 2006).

Algunos autores se basan en el analisis de andrdgenos, precursores de los
estrogenos, como indicadores de la fase folicular, pues el analisis de estrégenos no
les ha resultado demasiado fiable (Schwarzenberger et al., 2004; Hirata et al.,
2009), mientras que la determinaciéon de progestagenos si ha resultado ser una
herramienta eficaz para la caracterizacion de la fase Iutea (Kock et al., 1991;
Schwarzennberger et al., 1998; Graham et al., 2001) siendo también un valioso
indicador de la gestacion (Garnier et al.,, 1998; Patton et al.,, 1999;
Schwarzenberger et al., 1996b; Schwarzenberger et al., 2000b; MacDonald et al.,
2008). Las concentraciones de progestagenos en Marina, durante el periodo de su
gestacion, muestran una correlacidn positiva muy significativa durante el periodo
anterior a la inseminacion artificial, manteniéndose relacionados hasta después del
parto, donde deja de existir dicha correlaciéon estadistica. El hecho de que los

niveles de glucocorticoides sean tan elevados durante la gestacién, principalmente
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durante los Ultimos meses, y que después del parto bajen a niveles basales,
concuerda con los datos obtenidos por otros investigadores (Hudson et al., 1976).
Los niveles de estrogenos que presenta Marina, son significativamente inferiores a
los de la Hembra Vieja, puesto que los de ésta ultima, estdan elevados
anomalamente. Dentro de que existe mucha variabilidad en los ciclos estrales de
las hembras de rinoceronte (Schwarzenberger et al., 1998), el perfil hormonal de

Marina, parece ser el Unico que presenta periodicidad en sus ciclos estrales.

2.2. Rinocerontes en semi-cautividad (Bioparc)

Recordemos que en este habitat, conviven las dos hembras (Nombula y Maiai)
con uno de los machos (Cirilo), y en base a los comportamientos observados,
parece que Nombula ejerce el papel de dominante sobre los otros dos rinocerontes
con los que cohabita. El otro macho, Romulo, presenta una fuerte estereotipia,
desarrollada con anterioridad a su traslado al Bioparc. Se mantiene en un recinto
apartado, con el fin de activar el comportamiento sexual masculino mediante

competencia macho-macho (Lindemann, 1982).

Asi como en otras especies de rinoceronte, se ha observado un patrén territorial
y agresivo mas fuerte, el rinoceronte blanco es quizds de los mas tranquilos
(Hutchins y Kreger, 2006), lo que concuerda con nuestros resultados
comportamentales observados en los rinocerontes de este habitat (semi-

cautividad), donde prevalece el comportamiento “normal y tranquilo”.

La hembra subordinada, Maiai, es la que presenta la media de glucocorticoides
mas alta, de entre todos los rinocerontes de este parque. La dominancia social en
las especies mas agresivas, eleva los niveles de glucocorticoides en los individuos
dominantes (Creel et al., 1996 y 2005; Barja et al., 2008a), sin embargo, en
condiciones de cautividad, el estrés social recae sobre los subordinados, puesto que
no pueden evitar al individuo dominante (Creel et al., 1996). Nuestros resultados
concuerdan con lo descrito por dichos autores, puesto que el rinoceronte no se
caracteriza por su agresividad. Coincidiendo ademas, a lo observado por Metrione y
colaboradores (2007), donde las dimensiones del recinto en condiciones de semi-
cautividad, en este caso, como la presion que recae sobre los rinocerontes
subordinados, pueden producir estrés social, confirmando el estatus de Maiai como
subordinada en el grupo. Sin embargo, los niveles observados en Nombula, son
superiores respecto a los del macho con el que convive (Cirilo). En este caso, las

elevadas concentraciones que presenta Nombula, pueden deberse simplemente a la
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diferencia de sexo, pues como ya ha sido comentado anteriormente, los niveles de
glucocorticoides encontrados en todas las hembras del estudio, son

significativamente superiores a los de los machos.

Los comportamientos esterotipados son inducidos a menudo por factores
estresantes (Carlstead y Brown, 2005). El caracteristico comportamiento
estereotipado que presenta Romulo, fue desarrollado en el circo en que se
encontraba previamente a su introduccion en el Bioparc. De acuerdo a lo descrito
por diversos autores (Carlstead y Brown, 2005; Cinkova, 2006; Menargues et al.,
2006), las conductas aberrantes que nunca se darian en libertad, son producto de
las condiciones en que se encuentra el animal en cautividad. Por lo tanto, parece
que las condiciones estresantes bajo las que se encontraba en el circo, le
provocaron dicha estereotipia, que aun, hoy en dia, mantiene en el nuevo habitat.
Dados los bajos niveles de glucocorticoides que presenta este animal, puede que
dicho comportamiento en sus nuevas condiciones, sea producto de la experiencia
pasada vivida y no como consecuencia de factores estresantes que pudieran existir
actualmente en su habitat (Johnstone et al., 2012), sin olvidar que la estereotipia
puede causar la disminucién de los niveles de glucocorticoides como una adaptacién
al medio (Moreno et al., 2011; Sheriff et al., 2011).

Ademas, tanto en rinocerontes como en otras especies, se ha determinado que
las concentraciones de andrdégenos estan relacionadas con el rango social y el
comportamiento (Owen-Smith, 1973 y 1975; Rachlow et al., 1998; Kretzschmar et
al., 2004; Christensen et al., 2009). Los niveles de andrdgenos encontrados en
Nombula, son superiores a los de Maiai, y aunque la diferencia no es
estadisticamente significativa, junto con los datos obtenidos de los glucocorticoides,

se puede apreciar su estatus social de dominancia.

En cuanto a los machos en semi-cautividad, observamos que Ilas
concentraciones de andrdgenos de Cirilo son superiores a las concentraciones que
presenta Romulo, aunque no estadisticamente significativas. Si ambos machos
convivieran junto a las hembras, podriamos asociarlo quizds al rango social y
determinar cierta estructura jerarquica, pero en este caso, dado que Rémulo vive
apartado y solo Cirilo se encuentra junto a las hembras, parece que la diferencia se
debe casi exclusivamente a la presencia de las hembras junto a Cirilo, pues las
concentraciones de andrdgenos tienden a aumentar cuando los machos se
encuentran en presencia de una o mas hembras, estimulando la libido y la
espermatogéneis (Kretzschmar et al., 2004; Christensen et al., 2009). Hay que

tener en cuenta que ademads, existe una significativa diferencia de edad entre
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ambos machos (recordemos que Rémulo tiene aproximadamente unos 40 afos vy
Cirilo la mitad). Aunque en los rinocerontes, se ha determinado que los niveles de
andrdogenos fecales estdan mas relacionados con el rango social que con la edad
(Kretzschmar et al., 2004), es posible que en este caso, el macho dominante sea
Romulo, aunque no quede reflejado en su concentracion androgénica, y
posiblemente sea debido a lo ya comentado respecto a la convivencia que mantiene
Cirilo con las hembras. Si fuera este el caso, Romulo, en vez de aumentar la libido
y el comportamiento sexual de Cirilo, requerimiento necesario para activar los
mecanismos del comportamiento reproductor masculino (Lindemann, 1982), podria
estar ejerciendo el efecto contrario, inhibiéndolo por dominancia y rango social ya
que, recordemos que Cirilo tiene ademas una concentracion de glucocorticoides
estadisticamente superior a Romulo, que podria estar afectando o incluso
inhibiendo su comportamiento reproductivo (Creel et al., 1992 y 1996; Gunn et al.,
1998; Monfort et al., 1998; Goymann et al., 1999; Creel, 2001; Monfort, 2003;
Mooring et al., 2006; Metrione et al., 2007; Barja et al., 2008a).

Algo similar observamos entre las hembras de este habitat. Las concentraciones
de glucocorticoides que presenta Maiai, son las mas altas de entre los rinocerontes
en semi-cautividad y como ya se ha descrito, elevados niveles de glucocorticoides
pueden bloquear la secrecion de gonadotropinas, retrasando o inhibiendo la
reproduccion (Norris, 2007) siendo ademas, el estado reproductivo, un importante
modulador de la funcién adrenal (Barja et al., 2011; Kersey et al., 2011). En la
hembra subordinada, encontramos los niveles mas bajos de andrégenos, aunque no
existe diferencia estadistica alguna entre ninguno de los rinocerontes de este
habitat. Sin embargo, su baja concentracion de androgenos y elevada
concentracion de estrogenos, podria explicarse en base a la esteroidogénesis
hormonal, mediante la que se producen estrogenos a partir de los andrdgenos,
siendo el complejo enzimatico citocromo P450 aromatasa el encargado de
metabolizar los andrdégenos a estrogenos, que concretamente, cataliza la
conversion de la testosterona en estradiol-178 y la androstenediona en estrona
(Gruber et al., 2002; Moyes y Schulte, 2007).

Como hemos mencionado, la ciclicidad ovarica en las diferentes especies
animales, suele determinarse en base a la concentracién de progestagenos, pues
sigue un patrén ciclico de concentracidon creciente desde la fase folicular a la fase
Iitea del ciclo estral (Hindle y Hodges, 1990; Hindle et al., 1992; Heistermann et
al., 1998; Schwarzennberger et al., 1995, 1996, 1998 y 2000b; Otrowski et al.,

2005; Hirata et al., 2009). Nuestros resultados han senalado una correlacién
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positiva en cuanto a la concentracién de progestagenos entre ambas hembras,
siendo Nombula, la que posee una media superior, posiblemente debida a la
ciclicidad ovarica que parece presentar (ciclo corto: 32,90 + 3,37 dias). La mayoria
de los rinocerontes que se mantienen en cautividad, presentan largos periodos
anovulatorios, sin actividad del cuerpo lUteo, lo que parece ser causa principal de
su baja tasa reproductora en cautividad (Hermes et al., 2012). Por ello, el analisis
de progestagenos ha resultado ser una poderosa herramienta tanto para la
valoracidon de la funcionalidad del cuerpo luteo, como para la identificacion de la
duracion del ciclo estral o el analisis de periodos de gestacion (Schwarzenberger et
al., 1991, 1995 y 1996b), de esta forma, Maiai, bien puede tener el ciclo ovarico
inhibido por el efecto de la dominancia de la otra hembra; puede ser que aun sea
demasiado joven y esté comenzando a ciclar, como muestran los escasos picos de
concentraciones elevadas que presenta durante los meses finales del estudio; o
incluso, podria deberse a la presencia de quistes foliculares sin actividad del cuerpo
Iateo, lo que explicaria sus elevados niveles de estrogenos y bajas concentraciones

de progestagenos (Hermes et al., 2007).

Aungue se han observado intentos de cépula entre Cirilo y las hembras, es
posible que el fracaso reproductor esté relacionado también, ademas de con el
estatus social y lo anteriormente explicado, con la imposibilidad de que las hembras
puedan ejercer cierta selecciéon entre los posibles machos reproductores y poder
iniciar asi su ciclo estral, como parece ocurrir en su habitat natural (Owen-Smith,
1988; Kretzschmar et al., 2004), habiéndose comprobado que, efectivamente, en
los rinocerontes en libertad, las hembras se reproducen mas habitualmente con
machos alfa que defienden satisfactoriamente su territorio (Owen-Smith, 1973 y
1975; Rachlow et al., 1998). Teniendo en cuenta que Cirilo es el Unico macho que
convive con las hembras, si resulta no ser el macho alfa, podria explicarse el por
qué de tan escaso comportamiento sexual y las anomalias de los ciclos en las
hembras, que en su conjunto, desembocan en fracaso reproductor. De ahi la
importancia de identificar correctamente a los machos reproductores territoriales,
por ejemplo, mediante el conocimiento de su comportamiento reproductivo
(Schreiber et al., 1993; Parker y Waite, 1997).
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AUn hoy en dia se desconocen las causas del fracaso reproductor del rinoceronte
en cautividad (Gunn et al., 1998; Schwarzenberger et al., 1999; Hermes et al.,
2004; Carlstead y Brown, 2005; Swaisgood et al., 2006). En el caso concreto de
este habitat, y los problemas que encuentran los responsables de este parque a la
hora de intentar reproducir a sus rinocerontes de forma natural, sugerimos la idea
de intercambiar a Romulo por otro macho mas joven e incluso de menor condiciéon
corporal, con el fin de evitar el efecto de la posible dominancia social que parece
estar ejerciendo sobre Cirilo. De esta forma, con la presencia de otro macho,
permitimos que siga existiendo estimulacion de la libido y comportamiento sexual
masculino, para poder asi aumentar las posibilidades de lograr una reproduccién

natural exitosa.

2.3. Rinocerontes en libertad (Reserva)

Dentro del analisis de comportamiento realizado en estos rinocerontes,
apreciamos una prevalencia de comportamiento “normal y tranquilo”. De los ocho
rinocerontes en libertad, destacamos que Bull 17.6 es el que presenta un claro
comportamiento territorial, marcando constantemente con sefiales de orina y
esparciendo heces, ademas de mantener una conducta olfatoria muy activa. La
mayoria de las veces lo hemos encontrado caminando solo, en otras ocasiones, se

junta con ciertas hembras, siendo también el que se ha involucrado en mas peleas.

En las ultimas semanas del estudio, pudimos observar como otro de los machos
(Bull 17.4.1) estaba comenzando a marcar territorio y a caminar solo, cuando hasta
entonces, siempre habia formado parte del grupo de Rodgie. Recordemos que dicho
grupo, lo forman cuatro rinocerontes, tres de ellos incluidos en nuestro estudio:
Cow Rodgie con una cria (macho, de unos 5 afios), Bull 15.3.1 y Bull 17.4.1.
Aunque algunos autores han observado que los grupos que se forman en libertad,
muchas veces son solo una estrategia transitoria (Owen-Smith, 1973), este
conjunto de rinocerontes siempre ha caminado en grupo durante todo el estudio. El
resto de los rinocerontes de este habitat, son hembras que caminan junto a sus

crias o incluso a veces en grupo (Cow Stompstert, Cow TDI, Cow 7 y Cow17).
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Nuestras observaciones comportamentales de los rinocerontes en libertad,
ademas, fueron comparadas con los niveles de las distintas hormonas de este
estudio y para ello, solo se tuvieron en cuenta las muestras fecales obtenidas en
una ventana de tiempo de maximo 48 horas después de que ocurriera alguno de los
comportamientos descritos, pues de acuerdo a lo referido por Schwarzenberger y
colaboradores (1996a) en los rinocerontes, existe un retraso de entre 24-48 horas
hasta que se produce la excrecion de los esteroides. En este analisis, descubrimos
una relacion entre la concentracién de andrégenos y el comportamiento territorial,
sexual o agonistico. Esta interesante diferencia estadistica encontrada en los
rinocerontes en libertad, sefialaba un aumento en las concentraciones fecales de
andrdgenos, cada vez que ocurria alguno de los comportamientos citados. De esta
forma, parece que nuestros resultados comportamentales indican una relacion tan
solo, con los niveles de andrégenos, pudiendo asumir, que los andrdégenos estan
implicados tanto en los comportamientos territoriales, como en los sexuales y en
los agonisticos de los rinocerontes en libertad, coincidiendo con una gran variedad
de estudios, tanto en humanos como en distintas especies animales, donde han
relacionado la testosterona a alguno de dichos comportamientos: agresividad,
comportamiento antisocial (Booth et al., 2006), dominancia (Beehner et al., 2006),
comportamiento sexual (Everitt y Stacey, 1987; Alexander et al., 1994) vy
territorialidad (Kretzschmar et al., 2004).

Los resultados de glucocorticoides en todos los machos estudiados en libertad,
muestran diferencias significativas en los niveles de glucocorticoides, siendo Bull
15.3.1 el que presenta la concentracion mas elevada, seguido de Bull 17.4.1 y
finalmente 17.6. Lo que indica, que es el macho territorial el que presenta los
niveles mas bajos de glucocorticoides. Como ya hemos comentado anteriormente,
en aquellas especies cuya dominancia requiere conductas energéticamente costosas
y constantes peleas y/o porque la jerarquia de dominacidon estd en constante
cambio, se cumple la hipdtesis del "estrés de la dominacién", que predice que los
individuos de alto rango estan mas estresados que los subordinados y poseen
mayores niveles de glucocorticoides (Monfort et al., 1998; Goymann et al., 1999;
Creel, 2001; Mooring et al., 2006; Barja et al., 2008a). En nuestros resultados,
observamos que es el macho territorial el que presenta los niveles mas bajos de
glucocorticoides bien porque el rinoceronte blanco no es una especie especialmente
agresiva (Hutchins y Kreger, 2006), y/o porque se encuentran en libertad donde no

Ill

existe estrés “espacial” debido a los recintos y porque las estructuras jerarquicas
sociales que se dan en libertad no son tan fuertes como las que se producen en

cautividad (Metrione et al., 2007).
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Respecto a los niveles de andrdogenos en los machos, no encontramos ninguna
diferencia estadisticamente significativa en cuanto a las concentraciones medias
que presentan. Sin embargo, es también Bull 15.3.1 el que presenta la
concentracion ligeramente mas elevada, seguido de cerca por Bull 17.6 y
finalmente Bull 17.4.1. Sorprendentemente, no es el macho territorial, el que
presenta los niveles de andréogenos mas elevados, segun lo descrito por diversos
autores (Owen-Smith, 1973 y 1975; Rachlow et al., 1998) y anteriormente
comentado, pero coincidimos con Kretzschmar y colaboradores (2004), en que el
aumento de androgenos que se produce en los machos, no difiere
significativamente entre ellos, pareciendo estar mas relacionado con la convivencia

conjunta de machos y hembras.

En su conjunto, los niveles de glucocorticoides y andrégenos encontrados en los
machos en libertad, podrian deberse a que los dos machos que presentan los
niveles mas elevados, son precisamente los que caminan y conviven diariamente
con otros machos y hembras, coincidiendo con otros autores en que la convivencia
de machos con otros machos y/o hembras, aumenta los niveles de andrégenos
(Kretzschmar et al., 2004; Christensen et al., 2009). En cualquier caso, como ya
citaron Rubinow y Schmidt (1996), los resultados hormonales de los andrdégenos,
pueden ser contradictorios dependiendo de la experiencia pasada y los factores

sociales.

Los niveles hormonales de progestdgenos y estrogenos mas elevados, los
presenta Bull 17.4, de entre los tres machos de este habitat. Esto, quizas podria ser
indicativo de su inicio en la etapa adulta, como nuevo macho territorial, como
revelan nuestros resultados de los datos comportamentales, sin embargo,
deberiamos contar con mas muestras de este animal para poder verificarlo

hormonalmente.

Los resultados de las medias de la concentracion hormonal en las hembras en
libertad, muestran en Cow 7, Stompstert y Rodgie, los niveles mas elevados de
glucocorticoides y andrdgenos. Los niveles observados en Rodgie, podrian
explicarse debido a su convivencia continuada con dos machos en el grupo o bien a
una posible gestacién en curso (Hudson et al., 1976) a pesar de que en dicho caso,
los niveles de andrdogenos deberian ser basales (Schwarzenberger et al., 1996b;
Schwarzenberger et al., 2000b). En el caso de Stompstert, sus elevados niveles de
andrdogenos, pueden deberse a su comportamiento antisocial (Booth et al., 2006)
pues en la Reserva, ha sido una de las hembras mas escurridizas de encontrar,

ademas de poco sociable, pues pocas veces se la ha visto en grupo caminando con
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otros rinocerontes. Cabe destacar, que en esta hembra se observd ademas cierto
comportamiento territorial, que de forma similar a los machos, estimulada por el
olor del excremento de otra hembra, defecaba encima y arrastraba sus patas
traseras, “barriendo” la muestra fecal anterior para impregnar con su nuevo olor.
Esto, podria explicar también su elevada concentracion de androgenos, ya que se
asocian al comportamiento territorial (Mickzek y Oliver, 1998; Hutchins y Kreger,
2006). Por otro lado, recordemos que en rinocerontes macho en libertad, se ha
determinado que los niveles de testosterona fecal estan mas relacionados con el
rango social que con la edad, estando directamente relacionados con la defensa y
marcaje del territorio e indirectamente relacionados con un mayor éxito
reproductivo (Rachlow et al., 1998; Kretzschmar et al., 2004; Christensen et al.,
2009), pudiendo ser que para el caso excepcional de esta hembra, sus niveles de
andrdégenos se deban a un estatus social mas elevado o mas dominante entre los

rinocerontes en libertad.

En el caso de Cow 7, si que hemos observado un comportamiento mas sociable,
caminando con otras hembras con bastante regularidad. Sin embargo, ha sido una
de las hembras que mas peleas ha tenido con el macho territorial (Bull 17.6), y
quizas por esto, sus niveles de glucocorticoides y andrégenos se encuentran entre
los mas elevados, debido a que los andrdégenos ya han sido relacionados con
conductas agresivas y los glucocorticoides con conductas defensivas en otros
estudios (Dantzer y Salain, 1992; Rubinow y Schmidt, 1996; Mickzek y Oliver,
1998; Vasadze et al., 2007).

Sabemos que los patrones de los ciclos reproductivos en las hembras de
rinoceronte blanco presentan una gran variacion individual (Schwarzenberger et al.,
1998), pero con el escaso numero de muestras obtenido de estas hembras en

libertad, no ha sido posible determinar los ciclos estrales de cada una de ellas.

Entre las hembras, destaca Rodgie con los niveles de progestdgenos mas
elevados, siendo sus niveles de estrogenos de los mas bajos. Puesto que su cria ya
contaba con unos cinco afios de edad, estos niveles hormonales nos hicieron pensar
que podria estar gestante a pesar de sus elevados niveles de andrdgenos
(Schwarzenberger et al., 1996b; Schwarzenberger et al., 2000b), lo que fue
finalmente confirmado hace relativamente poco tiempo, al enterarnos del

nacimiento de su cria, durante el afo pasado.
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En pocas palabras, los datos hormonales y comportamentales aqui recogidos,
nos acercan a un conocimiento mas profundo de la biologia reproductiva del
rinoceronte blanco (Ceratotherium simum) gracias a la comparacion entre lo que
ocurre en en su habitat natural y distintas condiciones de cautividad, que
esperamos sea de utilidad para futuros trabajos y ayude a mejorar las perspectivas
hacia su conservacion y supervivencia mediante un correcto manejo de las

poblaciones de esta especie.
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VI.Conclusiones

1. Existe una correlacion entre los niveles de glucocorticoides y las condiciones
de cautividad en las que se encuentran los rinocerontes en cada uno de los tres
tipos de habitats. Ademas, la media de los niveles de glucocorticoides varia en

funcion del sexo en esta especie.

2. En su habitat natural, la media de los niveles de andrégenos es superior
durante el verano o estacidén lluviosa, lo que indica la existencia de un patrén
reproductivo estacional en el rinoceronte blanco en libertad y que se pierde en

condiciones de cautividad.

3. En el rinoceronte blanco en libertad, se observa un aumento en la
concentracion de androgenos relacionada con todos los comportamientos

observados, tanto territoriales como sexuales y agonisticos.

4. El analisis de las concentraciones de progestagenos ha sido un fiel indicador
para la determinacion de la fase lUtea del ciclo ovarico y para la identificacion de

hembras gestantes en esta especie.

5. Las concentraciones de estréogenos y andrdégenos han servido para ajustar un
modelo de regresidn logistica binaria con un 74,6% de fiabilidad en la prediccién del

sexo en heces de rinoceronte blanco.

CONCLUSION FINAL

Los métodos no invasivos de analisis hormonal han resultado ser potentes
herramientas en el estudio de la endocrinologia gonadal y adrenal del rinoceronte

blanco (Ceratotherium simum).
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