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1. Resumen

El antilope Addax nasomaculatus es un rumiante silvestre de Africa, en peligro critico
de extincion, con menos de 100 individuos en vida libre. En el zoolégico Parque
Lecocq (Montevideo, Uruguay) se mantiene desde hace afios una poblacion cautiva
estable, que implica manejos necesarios, pero cuyo impacto en el bienestar animal y
en su respuesta al estrés se desconoce. El objetivo de esta tesis fue evaluar las
diferencias entre sexos y entre manipulaciones en la respuesta de estrés frente a la
manipulacion no invasiva en tubo. Se realizaron registros tipo scan cada 10 min
(8h/dia) dos dias previos y dos dias posteriores a la manipulacién, en las cuatro
estaciones. Se consider6 el comportamiento locomotor y patrones de alimentacion en
10 machos y 15 hembras. Ademas, se colecté materia fecal de cada individuo, previa
y posteriormente a la manipulacion para la determinacién de metabolitos de cortisol.
Los datos fueron analizados utilizando modelos lineales generalizados mixtos. La
respuesta a la manipulacién en la concentracion de metabolitos de cortisol en fecas,
varié entre manipulaciones, entre sexos y en la interaccion entre ambos. La respuesta
en los comportamientos de rumia, consumo de suplemento y pastoreo varié entre
manipulaciones, y el pastoreo también mostré diferencias entre sexos. Hubo
interaccién entre manipulacion y sexo en los comportamientos de estar parado y
echado. El comportamiento de caminar no tuvo variaciones post manipulacién. En
conclusidn, el pasaje por el tubo y la manipulacién, provoca una respuesta de estrés,
pero la misma no seria de gran magnitud para los addax, aunque en ciertos
momentos, los machos parecen ser mas sensibles a este manejo. No se evidenciaron
patrones de habituacion o exacerbacién en la respuesta a la manipulacion.
Comprender como los addax reaccionan frente a diferentes situaciones podria
contribuir a optimizar el manejo de la especie en cautiverio y mejorar su bienestar.

Palabras claves: antilope, bienestar, comportamiento, cortisol



2. Summary

The Addax nasomaculatus antelope is a critically endangered wild ruminant from
Africa, with fewer than 100 individuals remaining in the wild. A stable captive population
has been maintained at the Parque Lecocq Zoo (Montevideo, Uruguay) for years. This
requires necessary management, but its impact on animal welfare and stress response
iIs unknown. The objective of this thesis was to evaluate differences between sexes
and between manipulations in the stress response to non-invasive manipulation in a
tube. Scan recordings were made every 10 min (8 h/day) two days before and two
days after manipulation, in all four seasons. Locomotor behavior and feeding patterns
were considered in 10 males and 15 females. In addition, fecal matter was collected
from each individual before and after manipulation for the determination of cortisol
metabolites. Data were analyzed using generalized linear mixed models. The response
to manipulation in fecal cortisol metabolite concentrations varied between
manipulations, between sexes, and in the interaction between the two. Responses in
rumination, supplement consumption, and grazing behaviors varied between
manipulations, and grazing behavior also showed differences between sexes. There
was an interaction between manipulation and sex in standing and lying behaviors.
Walking behavior did not vary post-manipulation. In conclusion, passage through the
tube and manipulation provoke a stress response, but it is not considered to be of great
magnitude for the addax, although at certain times, males appear to be more sensitive
to this handling. No patterns of habituation or exacerbation were evident in the
response to manipulation. Understanding how addax react to different situations could
contribute to optimizing the management of the species in captivity and improving their
welfare.

Keywords: antelope, cortisol, welfare, behavior



3. Introduccién

3.1 Bienestar animal y animales en cautiverio

Existen diversas definiciones de bienestar animal, pero la mayoria coincide en
algunos aspectos como la salud fisica, el estado emocional, y el comportamiento
(Manteca & Salas, 2015). Segun Broom (1986), el bienestar de un individuo se refiere
al estado que presenta el animal, en funcion de sus esfuerzos por adaptarse al entorno
en el que se encuentra. Esto lo puede lograr con poco esfuerzo y escaso consumo de
recursos, logrando un bienestar adecuado, o puede que no lo consiga, en cuyo caso
el bienestar sera deficiente (Broom, 1986).

Segun la Organizacién Mundial de la Sanidad Animal (OMSA), el bienestar se
refiere al estado fisico y mental del animal en relacion con el ambiente que lo rodea.
Asi mismo, establece que el animal se encuentra en buenas condiciones de bienestar
cuando no experimenta sed ni desnutricion, esta libre de miedo y ansiedad, no sufre
molestias fisicas ni térmicas, no padece dolor, lesion ni enfermedad, esta en buen
estado de salud, se encuentra en un entorno seguro y no experimenta sensaciones
de miedo o temor (OMSA, 2025), considerando el concepto de las cinco libertades
(Farm Animal Welfare Council [FAWC], 1992). Investigaciones han comprobado que
los animales pueden sufrir tanto experiencias negativas, como positivas. Por lo tanto,
el bienestar animal puede fluctuar desde niveles muy bajos (pobres) a muy altos
(buenos) (World Association of Zoos and Aquariums [WAZA], 2015).

Es fundamental para los animales que se mantienen en zooldgicos, bajo
cuidado humano, garantizar los mejores estandares posibles en cuanto a su bienestar,
para poder cumplir con la funcién de educacion y conservacion, pero ain mas por
razones éticas (Manteca & Salas, 2015). Los zooldgicos pueden jugar un papel crucial
en la proteccion de especies en peligro de extincion, siempre y cuando se gestionen
adecuadamente y sigan las practicas correctas, siendo de relevancia integrar el
bienestar animal en los planes de manejo. A medida que el conocimiento cientifico
crece, se debe ir incorporando el mismo al cuidado y manejo de los animales. Aquellos
que logran elevados estandares de bienestar son los que se basan en conocimientos
cientificos y experiencias practicas, lo que guia a un manejo adecuado de las
especies. Para lograrlo, se recomienda elaborar un plan de bienestar animal, fomentar
la investigacion continla, el monitoreo de los animales con indicadores para evaluar
sus estados fisicos, funcionales y conductuales, y fomentar y promover el
conocimiento y comprension del bienestar (WAZA, 2015).

No hay ningun indicador que por si mismo proporcione suficiente informacion,
por lo que el bienestar debe evaluarse a través de un conjunto de ellos. Estan aquellos
indicadores que se relacionan directamente con el animal, como los cambios en el
comportamiento, la apariencia fisica, la salud y los parametros fisiologicos y
bioquimicos. Y otros, en cambio, no se centran en el animal en si, sino en el ambiente
en que estos se encuentran, como son las condiciones y distribucion de las
instalaciones, tipo y calidad del alimento y el enriquecimiento ambiental (Salas &
Manteca, 2016; Tallo-Parra et al.,, 2023). EI comportamiento es un indicador
sumamente valioso, ya que cambios en la frecuencia, duracion o intensidad de los
comportamientos normales, asi como también la aparicibn de nuevos



comportamientos, pueden proporcionar informacién clave sobre su bienestar. Dentro
de los parametros fisiolégicos, los indicadores més utilizados son los que miden la
respuesta de estrés, por ejemplo, mediante la actividad del eje hipotalamo-hipofisario-
adrenocortical (HHA), siendo la medicion del cortisol o sus metabolitos una medida
eficaz (Salas & Manteca, 2016).

3.1.1 Fisiologia y respuesta al estrés

El estrés es el estado de desbalance homeostatico inducido por eventos y
situaciones conocidas como estresores (Damian et al., 2015; Sapolsky, 2004). Frente
a la amenaza del medio interno, el organismo reacciona con el objetivo de volver a la
funcién normal y restablecer la homeostasis. La respuesta de estrés abarca elementos
desde el sistema nervioso central y comportamental, hasta diversas consecuencias
periféricas, las cuales cumplen la funcion de evitar la amenaza y aumentar la chance
de supervivencia (Cockrem, 2007).

La respuesta al estrés es una respuesta neuroendocrina que involucra la
activacion de dos ejes: por un lado, se activa el eje simpatico-adrenomedular (SAM),
con la consecuente liberacién de catecolaminas y, por otro lado, se activa el eje HHA,
resultando en la liberacion de cortisol (Damian et al., 2015; Sapolsky et al., 2000). Los
estimulos de estrés, junto con la informacion proveniente del ambiente, llegan al
hipotalamo e inician la actividad del eje HHA (Viau, 2002). Se estimula la liberacion de
Hormona Liberadora de Corticotrofinas (CRH) desde el hipotadlamo, la cual estimula la
liberacién de Hormona Adrenocorticotropa (ACTH) en la adenohipofisis, generando un
efecto en las glandulas adrenales, que producen una liberacion del cortisol a la sangre
(Sapolsky y Meaney, 1986). Posteriormente, este incremento en cortisol provocara un
feedback negativo en el eje HHA, inhibiendo tanto la secrecién de CRH como de ACTH
para restablecer la condicion previa (Keller-Wood & Dallman, 1984). Las
catecolaminas junto con el cortisol liberado generan una serie de cambios metabdlicos
destinados a promover el uso de la energia, incrementando la concentracién de
glucosa y acidos grasos libres en sangre (Damian et al., 2015; Sapolsky et al., 2000).
En particular, la liberacion de catecolaminas produce un aumento de la frecuencia
cardiaca y respiratoria, ayudando a priorizar el uso de dicha energia para la actividad
neuromuscular y del sistema nervioso central (Knol, 1991). Las catecolaminas
provocan un mayor flujo sanguineo para los musculos y el cerebro, promoviendo
ademas una mayor glucogendlisis (McEwen & Sapolsky, 1995).

Tanto el eje HHA como el SAM se encuentran estrechamente relacionados
modulando uno la actividad del otro, permitiendo asi una respuesta adaptativa al
estrés (Sapolsky et al., 2000). La respuesta de estos ejes, junto con las respuestas de
comportamiento, ayudan al individuo a restablecer la homeostasis (Sapolsky et al.,
2000). Sin embargo, también involucran otras respuestas, como la inhibicién de la
funcién reproductiva y el sistema inmune (Sapolsky & Meaney, 1986).

3.1.2 Variacion en la respuesta

La respuesta de estrés presenta una gran variabilidad individual. La forma en
que el animal integra los distintos estimulos ambientales, su posterior respuesta
comportamental, asi como los incrementos y duracién del cortisol, estan vinculados
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entre otros factores como la personalidad del individuo (Cockrem, 2007). Frente al
mismo estresor, los cambios comportamentales y la respuesta fisiologica van a variar
entre los ejemplares de acuerdo a su personalidad, lo cual estaria explicado por
diferencias en su genotipo (Koolhaas et al., 1999). Algunos individuos tienden a tener
respuestas mas agresivas o proactivas, mientras que otros tienden a comportamientos
de inmovilidad o mas reactivos (Koolhaas et al., 2010; Korte et al., 2005; Verbeek et
al., 1996). Estas respuestas son adaptativas y frente a distintas adversidades les
confieren ventajas a los individuos para sobrevivir (Carere et al., 2003). Aquellos més
proactivos tienden a tener una mayor respuesta del sistema nervioso simpatico, con
un mayor aumento del SAM (Koolhaas et al., 2010), y los méas reactivos tienden a
tener una mayor estimulaciéon del sistema HHA, con un aumento mayor de
glucocorticoides circulantes (Carere et al., 2010). Dentro de las variaciones
individuales en la respuesta comportamental al estrés se identifican dos factores
fundamentales, que son la forma en la que el individuo tiende a responder (tipo
proactivo vs. reactivo) y la reactividad al estrés, definida como la intensidad y el tiempo
que dura el comportamiento provocado por el estresor, ademas del nivel de las
hormonas de estrés en sangre (Koolhaas et al., 2010).

Existen también variaciones en la respuesta al estrés dependiendo del sexo del
individuo, relacionados con un efecto de las hormonas de origen gonadal (Bale &
Epperson, 2015). El eje Hipotalamo-Hipofisario-Gonadal (HHG) modula la respuesta
al estrés a través de interacciones neuroenddcrinas que dan origen a distintas
respuestas fisiolégicas y comportamentales entre machos y hembras (Handa et al.,
1994). Algunas hormonas, como la testosterona, tienen efectos inhibidores sobre el
eje HHA, modulando la respuesta comportamental al estrés (Stanojevic et al., 2018).
Esta modulacién implica una reduccién en la respuesta de liberacion de ACTH cuya
magnitud inhibitoria dependera del nivel basal de testosterona que tuviera el individuo
previamente (Korte et al., 2005). Un estudio realizado por Handa et al. (1994) encontré
gue, mientras en los machos la testosterona tenderia a atenuar la activaciéon del eje
hipotaldmico-hipofisario-adrenal (HHA), en las hembras el estrégeno potenciaria dicha
respuesta, incrementando la liberacién de ACTH y, consecuentemente, los niveles de
cortisol. No obstante, otros trabajos han reportado resultados divergentes, observando
gue, ante un mismo evento estresante, los machos mostraron una mayor disminucion
en el comportamiento de alimentacion y en su condicion corporal en comparacion con
las hembras (Faraday, 2002). Asimismo, Atkinson y Waddell (1997) describieron un
incremento mas pronunciado en las concentraciones plasmaticas de glucocorticoides
en machos frente a hembras expuestos al mismo estresor. Particularmente, en los
individuos con mayor potenciacion del eje SAM se ha observado un mayor aumento
de los niveles de testosterona y cortisol a niveles basales (Chichinadze & Chichinadze,
2008) y en aquellos con un mayor predominio del eje HHA, un mayor incremento de
cortisol con una duracién mayor en el tiempo (Hucklebridge et al., 1981). A su vez, la
testosterona ha sido vinculada al comportamiento agresivo, aunque algunos autores
sostienen que este efecto se observa Unicamente en determinadas épocas, cuando
se establecen parejas sexuales, territorios o jerarquias (Chichinadze & Chichinadze,
2008; Haller et al., 1997; Hogstad, 1987; Hucklebridge et al., 1981; Korte et al., 2005,
Wingfield et al., 2001).

Los cambios estacionales también provocan cambios fisioldgicos y
comportamentales en los rumiantes (Arnold, 2020; Villagran et al., 2023). La respuesta
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comportamental frente a un estresor varia entre las estaciones y un mismo evento,
puede provocar una respuesta de mayor intensidad en una estacion que en otra
(Cockrem, 2007; Meyer et al., 2006). Esto se explica dado que la actividad del eje HHA
esta vinculada al ritmo circadiano y a la variacién del fotoperiodo (Ottenweller et al.,
1979). Estas respuestas les permiten tener mejores estrategias de sobrevivencia
acompafnando los cambios estacionales y ambientales, como la disponibilidad de
alimentos o el momento apropiado para que nazcan las crias (Walton et al., 2011).
Los ungulados en particular, son animales sensibles al fotoperiodo y su respuesta
adaptativa se basa en la modificacién de patrones comportamentales, asi como de las
respuestas neuroenddcrinas relacionadas con los cambios en las horas de
luz/oscuridad diarias (Correa & Fernandez, 2017). Los niveles de cortisol circulantes
y sus metabolitos excretados en heces en algunas especies de ungulados fueron
mayores durante la estacién reproductiva en los meses de otofio, por ejemplo
(Khonmee et al., 2014). Otros cambios comportamentales en respuesta al estrés
incluyen cambios en la alimentacion, ya que se ha evidenciado que la ingesta de
comida disminuye la ansiedad a través de un feedback negativo en el hipotalamo
(Korte et al., 2005).

La propia repeticion del estimulo puede variar la respuesta de un animal. La
exposicion repetida a un estresor puede generar habituacion, reduciendo
progresivamente la activacion del eje HHA (Herman, 2013), asi como también,
producir un aumento en la respuesta, lo que se conoce como sensibilizacién (Groves
& Thompson, 1970; Vogel & Jenesh, 1988). En el caso de un estimulo que representa
un peligro potencial, el animal puede optar por una estrategia como huir o evitarlo. Sin
embargo, si el mismo se repite y no representa un peligro real, el animal tendera a
habituarse y responder con menor intensidad, como estrategia para conservar su
energia. En consecuencia, los animales silvestres expuestos a un estimulo neutral de
origen antropoldgico, pueden no mostrar cambios comportamentales o fisiolégicos
(Geist, 2011; Knight, 2009; Whittaker & Knight, 1998).

3.1.3 Formas de mediciéon del estrés

El cortisol generado en la respuesta de estrés puede medirse tanto en sangre,
saliva, orina, pelo, asi como también en heces (Sapolsky, 2005). Estudios en
rumiantes reportaron que la medicion tanto del cortisol en sangre como de sus
metabolitos en heces se correlaciona de forma significativa y positiva con la exposicion
del individuo a un evento estresante (Arias et al., 2013; Arias & Velapatifio, 2015,). La
medicién en heces es una forma no invasiva, que permite realizar multiples monitoreos
sin producir estrés al animal y refleja de forma mas fehaciente el perfil hormonal del
mismo, dado que no proporciona el estrés adicional que incluye la captura y
manipulacion para la extraccion de otras muestras como sangre o saliva (Arias, 2013,
McGee, 2009; Sheriff et al., 2011). Por ello, se ha vuelto una herramienta muy
relevante al trabajar con animales en cautiverio, facilitando obtener conocimiento
sobre parametros fisiologicos de los individuos, para el correcto manejo y la
conservacion de la especie (Valdespino et al., 2007). Debido a esto, tanto el estudio
de los metabolitos de cortisol, asi como de otras hormonas en fecas, se esta utilizando
para generar conocimiento sobre las especies en cautiverio, su reproduccion,
respuesta al estrés y mejorar la manipulacion de las mismas (Arias, 2013; De Andrés
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et al., 2021; Young et al., 2004).
3.2 El antilope Addax

El Addax nasomaculatus es una especie de rumiante silvestre originario de
Africa que pertenece al orden Artiodactyla y a la familia Bovidae (Krausman & Casey,
2007; UICN, 2025). Son antilopes de talla mediana, pudiendo llegar a 130 cm de
longitud total, 35 cm en longitud de cola y 115 cm de altura al hombro (Figura 1).
Presentan dimorfismo sexual secundario moderado, pesando entre 100 a 125 kg los
machos y entre 60 a 90 kg las hembras. Ambos sexos poseen cuernos curvos en
espiral, anillados y largos, compuestos por un nucleo éseo cubierto de queratina y no
caducifolios, aunque pueden perderlos o dafiarlos en peleas. En los machos los
mismos son de mayor tamafio que en las hembras, llegando en ellos hasta los 109 cm
de largo (Dolan, 1996; Krausman y Casey, 2007; Beudels-Jamar et al., 2005). Vistos
de frente, se caracterizan por un mechon prominente de pelo color castafio oscuro,
cabeza de color beige con dos manchas blancas unidas en la cara en forma de “x”
gue se extienden hacia afuera hasta la mitad de la mejilla. El color del pelaje varia
desde un color blanco durante el verano, a gris mas oscuro durante el invierno, época
en la cual aumenta en grosor, densidad y longitud (Sahara Conservation Fund, n.d.).

La madurez sexual en los machos se alcanza aproximadamente a los dos afios
de edad, mientras que en las hembras al segundo y tercer verano posterior a su
nacimiento (Altan, 2000). Estas pueden dar a luz todo el afio, pero generalmente los
partos suelen presentarse a finales del invierno y principios de la primavera. El estro
dura de 24-48 hs y la gestacion de 257-270 dias (Krausman y Casey, 2007). Dan a
luz una sola cria por temporada, pesando 5 kg al nacimiento (Dolan, 1996; Krausman
y Casey, 2007).

Se desplazan a largas distancias en grupos de 5 a 20 individuos, siguiendo como
lideres a las hembras de mayor edad. Naturalmente, no son agresivos, aunque si
pueden reaccionar ante una amenaza. En cautiverio, cuando la densidad de la
poblacién es alta, los machos compiten por hembras y territorio, y las hembras
establecen relaciones jerarquicas donde los individuos de mayor edad dominan a las
mas jovenes (Krausman y Casey, 2007).
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Figura 1. Grupo de antilopes hembras dentro de uno de los recintos en el Parque Lecocq.
Nota: elaboracion propia.

3.2.1 Habitat y Distribucion

Originario de Africa, estuvo naturalmente extendido en toda la region sahelo-
sahariana, al oeste del valle del Nilo y presente en paises que comparten el desierto
del Sahara. Actualmente, su poblacibn se ha visto reducida drasticamente,
considerandose extinto en muchas de esas regiones como Argelia, Egipto, Libia,
Marruecos, Sudan, Tunez y Sahara Occidental. La poblacion que sobrevive lo hace
en la region de Toumma, en Niger (UICN, 2025).

Habita en areas desérticas y semidesérticas, desoladas, de aridez y
temperaturas extremas. A excepcion de zonas montafiosas, puede encontrarse en
diferentes terrenos, prefiriendo arenas compactas y areas mas planas en campos de
dunas donde hay vegetacion perenne (Dolan, 1996; UICN, 2025). Al habitar en
desiertos, llevan un estilo de vida nomade que les permite ir en busca de la escasa
vegetacion presente en el lugar y alimentarse de pastos, hierbas y hojas de pequefios
arbustos. Obtiene el agua mayoritariamente de la humedad del alimento que
consumen. Realizan migraciones en respuesta a las lluvias para asi aprovechar el
crecimiento de la vegetacion (Dolan, 1996; Krausman y Casey, 2007).

3.2.2 Estatus de conservacion y su importancia

En las dltimas décadas, el Sahara ha sufrido una caida abrupta de su megafauna,
produciéndose la extincion de muchas especies y poniendo en peligro de extincion en
un futuro cercano a muchas mas, incluyendo, entre a otras, a la dama gacela (Nanger
dama), el guepardo sahariano (Acinonyx jubatus) y al addax (Addax nasomaculatus)
(Durant et al., 2014; Stabach et al., 2017).

Entre las razones que los estén llevando al borde de la extincion se encuentran
el cambio climético, la caza furtiva (como deporte, por su carne, piel y cuernos), el
avance de la urbanizacion, la expansion agricola y las actividades de explotaciéon y
extraccion de recursos en su distribucion natural (principalmente petréleo). Dichas
amenazas, asociadas y potenciadas, van generando un dafio acumulativo en estas
poblaciones y en toda la biodiversidad en general (Cancino, 2023).

Actualmente, el addax integra la lista roja de especies en peligro critico de extincion
de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), se estima
que hay menos de 100 individuos adultos en vida libre cuya poblacion continta
decreciendo y unos 5000 ejemplares en colecciones privadas en Estados Unidos y
Medio Oriente. La recuperacion de la especie tiene indice de apenas 14%, situandose
en un estado “criticamente agotado”, esto se debe a su ausencia en cuatro de los siete
sitios donde se distribuye naturalmente, y a que en los lugares donde todavia
permanece, no se encuentra en condiciones viables (UICN, 2025).

A pesar del serio riesgo e inminente extincion que enfrenta la especie, el
conocimiento cientifico sobre la misma es extremadamente escaso. Aun cuando
existen mayor cantidad de ejemplares en cautiverio que en vida libre, se desconocen
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las consecuencias potenciales que poseen los diversos factores estresantes que
conlleva la vida en cautiverio. En este contexto, es necesario realizar actividades para
asegurar la correcta sanidad, manejo y bienestar de estos animales.

3.2.3 Manejo de la especie en Lecocq

El Parque Lecocq se encuentra ubicado en Santiago Vazquez, al oeste de
Montevideo, Uruguay. Alli existe una poblacion estable con aproximadamente 30
individuos adultos, mas crias y juveniles, considerandose la mayor en Sudamérica.
Se encuentran en 7 encierros diferentes, en grupos determinados. En esta poblacion
se realizan cruzamientos dirigidos con el fin de evitar una mayor consanguinidad y
mantener la mayor variabilidad genética posible.

Actualmente se estan llevando a cabo trabajos de investigacion donde
participan veterinarios, docentes y estudiantes de la Facultad de Veterinaria con el
objetivo de obtener mayor informacidén sobre la especie. El manejo en cautiverio
(acciones veterinarias, reproductivas, entre otras) suele implicar intervenciones
periodicas, que incluyen el paso por tubo. Estas acciones requieren mantener a los
animales en corrales reducidos, trasladarlos entre recintos y mantener una proximidad
mayor a la habitual entre individuos; todos ellos factores potencialmente estresantes.
Sin embargo, se desconoce como el paso por el tubo y la manipulacién afectan su
bienestar, asi como los cambios comportamentales inducidos por el estrés y si estos
afectan de forma diferencial a machos y hembras. Este estudio prevé evaluar esos
efectos.
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4. Hipotesis

1) Lapermanenciay manipulacion en el tubo son estresores que repercuten sobre
la produccién de cortisol, el comportamiento alimenticio y locomotor en addax.

2) Las hembras addax responden mas intensamente que los machos ante el
estrés de la manipulacion.

3) La manipulacién provoca una disminucion significativa en los comportamientos
alimenticios y locomotor, y un aumento en la concentracion de metabolitos de
cortisol en fecas.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general:

Evaluar como las repetidas manipulaciones afectan la respuesta de estrés a la
manipulacion no invasiva en el tubo en antilope Addax nasomaculatus y evidenciar si
existen diferencias basadas en el sexo.

5.2 Objetivos especificos:

e Evaluar como la manipulacion no invasiva en tubo afecta la respuesta
comportamental alimenticia y locomotora y en la concentracion de metabolitos
de cortisol en fecas.

e Establecer como dichas respuesta comportamentales y enddcrinas varian
segun la repeticion de las manipulaciones y el sexo de los individuos.
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6. Materiales y Métodos

) Los procedimientos realizados se encontraban aprobados por la Comision de
Etica en el Uso de Animales (CEUA-FVET, 1077/20), Facultad de Veterinaria, Udelar.

6.1 Lugar y poblacion de estudio

El estudio fue realizado en la institucién zooldgica Parque Lecocq (Montevideo,
Uruguay; 34°47'S, 56°20'0), que abarca una extension de 150 hectareas y cuenta con
praderas, bosques y cuerpos de agua (Sistema Departamental Zoologico Montevideo,
Intendencia de Montevideo, n. d.).

La poblacion de estudio estuvo compuesta de 25 individuos adultos de Addax
nasomaculatus, de los cuales 10 eran machos y 15 hembras, con una edad de 9+3.8
afos. Ademas, se encontraban presentes algunos ejemplares juveniles y 2 crias, los
cuales no fueron incluidos en el estudio. Los animales se encontraban distribuidos en
siete recintos, los machos en corrales 1, 4, 5y 6, y las hembras en corrales 2y 3
(Figura 2). Durante el estudio se mantuvieron separados, pero en corrales linderos, a
excepcion de un corral mas alejado y sin contacto con el resto (corral 7), donde se
encontraban algunos machos. Antes de comenzar, se realizé una caracterizacion de
todos los individuos, incluyendo fotos y descripcion de la forma de los cuernos,
marcas, cicatrices, color y nimero de caravana, con la finalidad de identificar a cada
ejemplar.

Los recintos contaban con areas de pasto, arboles que proporcionaban sombra,
y un quincho que servia como resguardo para los animales y donde se encontraba el
tubo, con excepcion del corral 7, que se encontraba fuera del quincho. Los recintos
eran limpiados diariamente por el personal del parque. Una vez finalizada esta tarea
se procedia a la alimentacion de los ejemplares. El suministro consistia en fardos y
racion formulada para antilopes y analizada para micotoxinas (méax. cornezuelo
0.003% y méax. DON 5ppm).
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Figura 2: Imagen satelital del Parque Lecocq, donde se observa la distribucion de los recintos (nimeros
1 al 7) donde se alojaba la poblacion de antilopes addax. El area sefialada en un circulo rojo
corresponde a la ubicacion de los quinchos donde se encontraban los tubos de manipulacion.
Nota: adaptado de Google maps.

6.2 Manipulacion y obtencion de muestras

Se realiz6 una manipulaciéon no invasiva en el tubo en cada estacién del afio.
Esta manipulacién consistié en dirigir a los individuos al tubo y hacerlos pasar de forma
individual por el mismo. Durante la manipulacién se colecté muestras de pelo en dos
zonas del cuerpo diferentes (grupa y cuello), se tomaron fotos con una camara
termografica y se realiz6 una medicién colorimétrica del pelaje. Estas muestras no
fueron consideradas en esta tesis, pero se detallan, ya que forman parte de la
manipulacion que fue realizada. Al momento de la toma de muestras se sujetaron los
individuos en forma manual, por los cuernos, tal como se realiza en los procedimientos
de rutina por los veterinarios del parque. Esto cumplié funciones de seguridad tanto
de los animales como de los operarios. Las manipulaciones se realizaron siempre de
igual forma entre individuos y manipulaciones, identificAandose dos periodos de 48 h
en relacion a esta ultima: pre manipulacion y post manipulacion.

En cada estacion, se registré el comportamiento mediante una técnica tipo
scan, realizada cada 10 min durante 8 horas al dia (8:00 a 12 h y 13:00 a 17:00 h),
durante los dos dias previos y los dos dias posteriores a la manipulacion (i.e. pre y
post manipulacion) acorde a Villagran et al. (2023). Cada observador registré a los
individuos de cada uno de los corrales, considerando el comportamiento locomotor
(echado, parado o caminando), y los patrones de alimentacion (comiendo racion,
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comiendo fardo, tomando agua, pastando, rumiando). Posteriormente, el
comportamiento de consumo de racion y de fardo se consideraron como una unica
variable, denominada “suplemento”. Ademas, en cada una de las manipulaciones, se
colectaron dos muestras de materia fecal de cada individuo: una correspondiente al
periodo pre manipulacién y otra al periodo post manipulacion. Ambas fueron utilizadas
para la medicion de metabolitos de cortisol (MCF).

6.3 Medicién de metabolitos de cortisol en fecas

A partir de cada muestra de materia fecal, se determind la concentracion de
metabolitos de cortisol presentes. Este es un método no invasivo para estimar los
niveles de cortisol producidos por las glandulas adrenales (Mostl et al., 2002). La
extraccion de MCF se baso en el protocolo utilizado por Pereira et al., (2006). Para
cada muestra, se colocd 2-3 g de fecas en un tubo de vidrio que luego fueron
desecadas en horno a 60 °C durante 72 hs. Se molieron en mortero hasta su
pulverizacion y se eliminé el material inerte grosero como semillas y fibras vegetales.
Se pes6 0,5 gramos de esas fecas pulverizadas, se colocaron en tubo de vidrio y se
les agregé 5 ml de metanol PPA. Dichas muestras se agitaron por 12 horas y se
centrifugaron a 3000 rpm por 15 minutos. Luego, el sobrenadante se transfirio a tubos
eppendorf. De los mismos se tomo una alicuota para realizar diluciones seriadas entre
1:2 y 1:32 utilizando PBS 1%, para establecer la dilucibn mas adecuada para la
determinacion hormonal. Esta ultima se realiz6 utilizando un kit comercial de ELISA
(Neogen, Corporation Europe, Ayr, RU). El coeficiente de variacion intraensayo fue
7,3%3,3, el coeficiente interensayo fue 9,3+£2,3 y la linealidad de las diluciones present6
una correlacion de R2=0,99.

6.4 Procesamiento de los datos

Para el analisis se consider6 la manipulacion realizada una vez en cada
estacion del afio. Las manipulaciones se realizaron en primavera, verano, otofio e
invierno (mencionados como M1, M2, M3 y M4, respectivamente).

Los comportamientos observados fueron transformados a frecuencias,
calculadas como el numero de eventos registrados en relacion al total de
observaciones realizadas en el dia. Posteriormente, se calcul6 tanto el porcentaje de
cambio para cada individuo y comportamiento, como la variacion porcentual del uso
del comportamiento en relacion al registrado pre manipulacion (100%). Esto permitio
disminuir posibles efectos de las variaciones estacionales en los patrones
comportamentales ocurridos en la especie (Villagran et al., 2023). EI mismo
procedimiento se realizé para analizar la variacion porcentual en la concentracion de
MCF en relacidon a las manipulaciones.
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6.5 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el software R, version 4.3.2 (R Core
Team, 2023). La normalidad de los mismos fue evaluada mediante la inspeccion visual
de los residuos. Para las variables respuesta en consumo de suplemento y respuesta
en rumiar se identificaron outliers, los cuales fueron eliminados previo al analisis. Las
respuestas en los comportamientos considerados y en la concentracion de
metabolitos de cortisol fueron analizadas utilizando modelos lineales mixtos. Se
consideré la manipulacion, el sexo y la interaccion manipulacion*sexo como efectos
fijos, y el individuo como efecto aleatorio. Los resultados se presentan como media
EEM, y se considero significancia un nivel alfa de 0,05.
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7. Resultados

7.1 Metabolitos de cortisol y uso de comportamientos previo a la manipulacién

El promedio de la frecuencia de uso de los comportamientos locomotores y
alimenticios, asi como de la concentracion de MCF durante los dos dias previos a
cada manipulacion, se representan en la Tabla 1.

Manipulaciones por estacién

M1 M2 M3 M4

Pastando (%) 50+0,7 4,8+0,6 72+1,1 50+1,7
Rumiando (%) 8,7+£1,0 46+0,8 6,4+0,7 7,0+£0,7
Suplemento* (%) 16,7+ 1,6 12,0+14 179+11 199+14
Caminando (%) 11,4+ 2,6 9,9+23 12,0+1,3 10,7+ 2,0
Echado (%) 42,7+ 3,3 53,7+ 3,2 283+15 252+19
Parado (%) 459+ 2,6 36,4+2,6 59,7+1,9 64,1+27
MCF (pg/mg)

Hembras 103,3+ 7,0 93+5,2 68,2+ 3,4 576125

Machos 86,1+10,3 93,6+7,0 58,5+5,6 56,6 +2,8

Tabla 1. Frecuencias (% del total de observaciones) de uso de comportamientos alimenticios y
locomotores, y concentracion de metabolitos de cortisol en fecas (MCF) previo a cada manipulacién
(M), en adultos de Addax nasomaculatus en cautiverio. Correspondiendo M1: primavera, M2: verano,
M3: otofio, y M4: invierno. *Suplemento: incluye consumo de fardo y de racién ofrecidos diariamente.

7.2 Respuesta a la manipulacion
7.2.1 Metabolitos de cortisol fecal

Hubo significativa interaccion entre manipulacién*sexo en la concentracion de MCF
(p=0,035; Figura 3). En M2, la respuesta en MCF fue positiva en los machos y negativa
en las hembras, lo que resulté en una respuesta diferente entre sexos (p= 0,022).
Cuando se analizaron los efectos por separado, se observaron diferencias entre las
manipulaciones (p=0,005), siendo M1 distinta a M2 y M3, y manteniendo la misma
tendencia en M4 (p=0,01, p=0,02 y p=0,08, respectivamente). Existi6 también una
variacion entre los sexos, teniendo una respuesta promedio mayor en los machos que
en las hembras (109,8 + 8,43 vs 87,1 + 6,68 %, respectivamente, p=0,04).
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Figura 3. Respuesta a la manipulacion (% segun valores previos a la misma) en la concentracién de
metabolitos de cortisol en fecas (MCF) en machos (gris) y en hembras (blanco) de Addax
nasomaculatus durante primavera (M1), verano (M2), otofio (M3) e invierno (M4) Letras diferentes
indican diferencias significativas entre las manipulaciones (p< 0,05). El simbolo (*) indica diferencias
significativas entre los sexos para dicha manipulacion.

7.2.2 Comportamiento alimenticio

La respuesta a la manipulacion en la dedicacién a consumir suplemento fue
diferente entre las manipulaciones (p=0,008): la respuesta en M4 tendié a ser mayor
que en M1 y M2 (Figura 4, p=0,07 y p=0,08, respectivamente). No se observaron
diferencias entre sexos, ni tampoco hubo significativa interaccion entre
manipulacion*sexo.
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Figura 4. Respuestas a la manipulacién (% segin valores previos a la misma) de consumo de
suplemento en una poblaciéon de Addax nasomaculatus en cautiverio, durante primavera (M1), verano
(M2), otofio (M3) e invierno (M4).

La rumia varié entre manipulaciones (p=0,005), siendo en M3 menor que en M1, M2
y M4 (figura 5, p=0,029, p=0,002 y p=0,039, respectivamente). No se observd
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diferencia entre sexos o interaccién entre manipulacion*sexo.
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Figura 5. Respuestas a la manipulacién (% seguin valores previos a la misma) de rumia en una
poblacién de Addax nasomaculatus en cautiverio, durante primavera (M1), verano (M2), otofio (M3) e
invierno (M4). Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).

La respuesta en pastar varido con la manipulacion (p<0,001): la respuesta en
M1 fue mayor que la observada en las demas manipulaciones (p=0,027, p<0,001,
p=0,005, M2 a M4 respectivamente). La respuesta también varié con el sexo, siendo
la respuesta de los machos mayor que la de las hembras (50,2 + 33,3 vs -71,8 +
29,1%, respectivamente, p=0,003). No hubo interaccidon entre manipulacion*sexo.
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Figura 6. Respuesta a la manipulacién (% segln valores previos a la misma) en el comportamiento de
pastoreo para machos (gris) y hembras (blanco) de Addax nasomaculatus en cautiverio durante

primavera (M1), verano (M2), otofio (M3) e invierno (M4). Letras diferentes indican diferencias
significativas (p< 0,05).
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7.2.3 Comportamiento locomotor

Hubo significativa interaccion entre manipulacion*sexo en el comportamiento
de estar parado (p=0,011; Figura 7). No se observaron diferencias significativas entre

machos y hembras, ni entre manipulaciones, cuando se analizaron estos efectos por
separado.
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Figura 7. Respuesta a la manipulacién (% segun valores previos a la misma) en el comportamiento de
estar parados en machos (gris) y hembras (blanco) de Addax nasomaculatus en cautiverio, durante
primavera (M1), verano (M2), otofio (M3) e invierno (M4).

Respecto a la respuesta en la utilizacion del comportamiento estar echado, se
observdé una interaccion entre manipulacion*sexo (p=0,006, Figura 8). No se
observaron cambios significativos entre machos y hembras ni entre manipulaciones,
cuando se analizaron estos efectos por separado.
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Figura 8. Respuesta a la manipulacién (% segin valores previos a la misma) en el comportamiento de

estar echados en machos (gris) y hembras (blanco) de Addax nasomaculatus en cautiverio durante
primavera (M1), verano (M2), otofio (M3) e invierno (M4).

Para la respuesta en el comportamiento caminar no se observo interaccion

entre manipulacién*sexo, tampoco cambios significativos entre machos y hembras, ni
entre manipulaciones (promedio general = 14,4 + 12,0 %).
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8. Discusion

Este es el primer estudio que evalla los efectos de la manipulacion en tubo en
el antilope addax, y como estos se relacionan con el sexo y la repeticion de las
manipulaciones. Se evalud la concentracion de MCF como indicador endocrino y se
analizaron los comportamientos alimenticios y locomotores para comprender coémo el
sexo y manipulacion repetida puede afectar las respuestas. Algunas de esas
respuestas, tanto fisiolégicas como comportamentales, difirieron entre sexos y/o
evolucionaron diferente segun el sexo y las manipulaciones. Por lo tanto, podria
establecerse un punto de partida en la caracterizacion de la respuesta endocrina y
comportamental al estrés asociada a la manipulacion en tubo en el addax en
cautiverio. Dado que esta especie se encuentra en peligro critico de extincion y la
mayoria de sus ejemplares viven en cautiverio (Union Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza [UICN], 2025), la manipulacion es necesaria.
Comprender estas dindmicas y su impacto en el comportamiento y fisiologia de estrés
en los addax es esencial para optimizar su manejo y bienestar, pudiendo generar
estrategias que minimicen los impactos negativos de las manipulaciones estresantes
y favorecer la viabilidad de las poblaciones en programas de conservacion de la
especie.

Respecto a lo planteado en nuestra hipotesis, el sexo influyd en la respuesta
de estrés a la manipulacion, observado a través de cambios en la concentracion de
MCF y en el comportamiento de pastar. Sin embargo, fueron los machos los que
reaccionaron de forma mas intensa en estas variables. En los demas
comportamientos alimenticios no se evidencié diferencias entre los sexos, pero si
variaciones estacionales, mientras que en el comportamiento locomotor existié una
interaccidn entre la manipulacion y el sexo para los comportamientos de estar parado
o echado, pero no hubo variaciones en el comportamiento de caminar tras la
manipulacion.

Los machos presentaron una respuesta mas intensa que las hembras,
evidenciada en la concentracion de MCF en M2 (verano) y en el comportamiento de
pastar en M1 (primavera). Sin embargo, estas diferencias no se mantuvieron en las
demas manipulaciones, lo que podria sugerir una modulacion estacional de la
respuesta, relacionada con el sexo del individuo. En otro estudio, en la misma
poblacion de addax y periodo experimental que en esta tesis, se registraron
concentraciones mas elevadas de cortisol en pelo en los machos en comparacién con
las hembras, con valores maximos durante el verano en ambos sexos, asociado al
estrés térmico (Damian et al., 2024). Esto refuerza la importancia de considerar tanto
el sexo como las condiciones ambientales al interpretar las respuestas fisiologicas al
estrés. Por otro lado, si bien existio una disminucion en los MCF posterior a todas las
manipulaciones en las hembras, su reduccion no fue constante ni progresiva, por lo
gue no se evidencio un patron claro de habituacién al manejo.
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En cuanto a las respuestas de comportamiento alimenticio, ambos sexos
respondieron a la primera manipulacién con un aumento en el comportamiento de
pastoreo, con una mayor intensidad en los machos. Este incremento inicial podria
atribuirse a una disminucion temporal de la presion intraespecifica sobre el pastoreo
tras un evento estresante, lo que facilitaria el acceso de todos los individuos al
alimento (McArthur et al., 2014). En contraste, en las siguientes manipulaciones, la
respuesta de pastoreo fue negativa. En cuanto a la respuesta a la manipulacion
observada en otros comportamientos alimenticios, no se observaron diferencias entre
machos y hembras, pero si entre las distintas manipulaciones. Los patrones de
variacion no tuvieron direcciones sostenidas, crecientes o decrecientes entre
manipulaciones que indiquen la ocurrencia de fendmenos de habituacion o
sensibilizacion.

Se evidencio una respuesta negativa en el consumo de suplemento en M1y
M2 (primavera y verano), mientras que en invierno se registré una respuesta positiva
y significativamente mayor. Por otro lado, la respuesta en rumiar fue menor en M3
(otofio) en comparacion con las otras manipulaciones. Aungue los mecanismos
involucrados pueden variar entre especies, diversos estudios sugieren que el estrés
agudo generalmente conduce a una reduccion en la ingesta de alimento (Calvez et
al., 2012; Upton & Riley 2013; Valles, 2000). Sin embargo, en épocas de estrés térmico
debido a bajas temperaturas, se encontr6 que los animales tienden a aumentar el
consumo de alimentos cal6ricos (Sahib, 2024; Young, 1981). Ademas, el estrés
cronico puede alterar la regulacion del apetito, induciendo un mayor consumo de
alimentos con alta densidad energética (Cortés Romero et. al, 2018; Teegarden &
Bale, 2018). Es posible que la respuesta fisiolégica a la manipulacién actue
potenciando el mecanismo subyacente frente al estrés térmico (Ferland et al., 2014;
Zamora et al., 2013). Al estrés cronico por baja temperatura, se le agregaria un
estresor puntual, potenciando la respuesta y aumentando la ingesta de suplemento
(Akana et al., 1999). Por el contrario, durante periodos calidos, los rumiantes
responden disminuyendo el consumo de alimento (Marai & Haeeb, 2010). Al reducir
el consumo, se reduce la tasa metabdlica y el calor producido (Yousef et al., 1967).
Las estrategias para favorecer la disipacion de calor han sido documentadas también
en otras especies de antilopes, donde parecen cumplir un rol especialmente relevante
en el contexto de ambientes calidos (Berry et al.,, 2024; Bro-Jgrgensen, 2016;
Semenzato et al., 2020;). En este contexto se debe considerar que los estresores
agudos activan respuestas de los ejes HHA y SAM, aumentando el metabolismo y
generando un incremento adicional del calor metabdlico (Alvarez & Johnson, 1973;
Ratnakaran et al., 2017; Yousef et al., 1967). Esto explicaria la respuesta de reduccion
en el consumo de suplemento observada en M1y M2 (primavera y verano).

26



Respecto al comportamiento locomotor, este varié con la manipulacion y el
sexo. Machos y hembras mostraron respuestas diferenciales en permanecer parados
0 echados post manipulacion, pero no para el comportamiento de caminar. En
primavera, los machos respondieron con mayor utilizacion del comportamiento
echados, en detrimento del uso de estar de pie. Estas respuestas podrian estar
mayormente influenciadas por factores hormonales y estacionales. Algunos autores
han reportado una disminucion en la actividad locomotora posterior al estrés en
machos, vinculada a los niveles de testosterona (Perrot-Sinal et al., 2000). Asimismo,
en rumiantes se ha reportado que una respuesta comun a un estresor consiste en
permanecer de pie y vigilantes, modificando los patrones de comportamiento
locomotor (Seri et al., 2018), aunque otros factores como el tamafio del grupo también
influyen en la respuesta (Michelena et al., 2012; Risenhoover & Bailey, 1985; Roberts,
1996). Es importante considerar que el comportamiento predominante en estos addax
durante la primavera y verano, es pasar mas tiempo echados que en otras épocas del
afio (Villagran et al., 2023), posiblemente para reducir el metabolismo basal y la
generacion de calor (Seri et al.,, 2018). Estudios con otros antilopes, también
observaron que, durante las épocas de mayor temperatura y radiacién solar, los
animales priorizan comportamientos de disipacion de calor, concentrando cualquier
aumento de actividad en horas de la tarde o noche (Shrestha et al., 2014). En cuanto
a la variable caminar, fue la Unica en la cual no se observaron diferencias significativas
entre machos y hembras ni entre temporadas, post manipulacion. Este efecto puede
deberse a que en cautiverio, los animales disponen de recursos alimenticios como
racion y fardo diariamente, asi como también agua libre a disposicién. Ademas, el
recinto, por su tamafo, no ofrece variedad en las especies vegetales, por lo que no
ocurria una competencia por alimentos de mayor calidad. En consonancia, en
ungulados se observdé que particularmente el comportamiento de caminar se
modificaba en funcion de la localizacion de los recursos y la competencia por ellos
(Seri et al., 2018; Shrestha et al., 2014) y se ha reportado que los desplazamientos
son minimos cuando existe disponibilidad de alimento y agua (Owen-Smith & Cain,
2007).

En funcion de los resultados obtenidos, el pasaje por el tubo y las
manipulaciones inducen una respuesta de estrés, pero sin alcanzar gran magnitud.
Dado que se trata de animales nacidos en cautiverio que estan habituados tanto a la
presencia humana como al uso del tubo, su percepcién de novedad o amenaza podria
haberse visto atenuada. Entendemos que la respuesta observada en los addax ante
las manipulaciones no fue simplemente una reaccion a esta perturbacion puntual, sino
que se tratd de una interaccion entre esta y los mecanismos fisiolégicos y
conductuales que ya se encontraban activados como respuesta a las variaciones
ambientales propias de cada estacion. La manipulacion podria actuar como un factor
adicional, potenciando procesos como la regulacion del consumo alimenticio, la
modulacién de los comportamientos locomotores y la respuesta enddcrina asociada
al balance térmico, demandas energéticas y estado fisiologico de los individuos.
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Es importante considerar que, tanto los comportamientos locomotores como los
alimenticios, asi como los niveles de cortisol, pueden variar frente a un mismo estresor
(Ellis et al., 2006). Estas respuestas flexibles al estrés integran diversos factores, como
el sexo, el estado fisiolégico, la época del afio y los requerimientos energéticos y
nutricionales de los individuos (Pontzer & McGrosky, 2022). La capacidad de modular
estas respuestas en funcion de las condiciones ambientales permite a los organismos
adaptarse a entornos cambiantes y optimizar su desemperio biologico, incrementando
su aptitud en diferentes contextos (Ellis et al., 2006; Wingfield, 2008). Por estas
razones, consideramos que las respuestas detectadas tras la manipulacion estuvieron
fuertemente influenciadas por la estacion del afio y las variaciones térmicas,
interactuando de manera compleja con los estresores de manejo. Estas variables no
pueden analizarse de forma aislada, ya que solo una interpretacion en conjunto puede
permitir la comprension de dinamicas hormonales y comportamentales que se
expresan ante un mismo estresor en contextos ambientales distintos. Entendemos
gue es necesario profundizar en este aspecto en futuras investigaciones para
interpretar con mayor precision las respuestas de la especie en condiciones de
cautiverio y optimizar el manejo y bienestar de los individuos.

Por lo tanto, para obtener resultados mas precisos, seria necesario repetir la
observacion, realizar un andlisis mas prolongado en cada una de las estaciones,
incluyendo otros datos relacionados con el estrés térmico, asi como aumentar el
ndamero de muestreos para MCF, con el fin de correlacionar de manera mas efectiva
estas variables con la respuesta comportamental.
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9. Conclusiones

Se concluyo que la permanencia y manipulacion en el tubo fueron eventos que
generaron una respuesta de estrés, pero de escasa magnitud. No se observaron
diferencias claras entre sexos en las respuestas comportamentales y enddcrina,
aunque los machos mostraron cierta sensibilidad diferencial a las hembras en
primavera-verano. Ademas, no se evidencié un patrén consistente de respuesta a la
manipulacion que sugiera habituacion o sensibilizacion a la misma.
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