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ARTIiCULO DE REVISION

Cortisol como Indicador Fiable del Estrés en Alpacasy Llamas

CoRTIsOL AS A RELIABLE INDICATOR OF STRESS IN ALPACAS AND LLAMAS

Nino Ariast23, Billie Velapatifio!

RESUMEN

Se revisan investigaciones sobre medicidn de cortisol y sus metabolitos en alpacas
y llamas. Las concentraciones de cortisol en muestras de plasma, suero y saliva, asi
como de metabolitos de cortisol en muestras de heces, se elevan luego de situaciones de
estrés. La interpretacion de estos resultados debe complementarse con otros signos
fisioldgicos y observaciones del comportamiento.
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ABSTRACT

Research papers on the measurement of cortisol and its metabolites in alpacas and
llamas were reviewed. Plasma, serum, saliva cortisol and fecal cortisol metabolites
concentrations increase after stress events. The interpretation of these results should
be complemented with additional physiological signs and behavioral observations.
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INTRODUCCION

El criador de alpacas (Vicugna pacos)
y llamas (Lama glama) pone énfasis en la
adecuada alimentacion y salud de sus anima-
les para lograr el mayor rendimiento produc-
tivo. EI manejo de los animales en un am-
biente de confort, higiene y sin estrés ni dolor
permite que puedan manifestar su esperada
conducta social y maximizar su rendimiento
productivo y reproductivo (von Keyserlingk
et al., 2009).

El estrés es la respuesta del organismo
frente a los estimulos (estresores) que alte-
ran su homeostasis. Como respuesta a estos
estimulos, se dispara una cadena de respues-
tas fisioldgicas dirigidas por el cerebro que
comprenden cambios en la conducta, en la
respuesta inmune, en la activacion del siste-
ma nervioso auténomo (incremento de la fre-
cuencia cardiaca) y en la activacion del eje
hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA). EIl eje
HPA libera la hormona cortisol en la sangre
circulante. Una respuesta rapida de estrés
es buena porque permite al animal superar
cualquier adversidad de su medio ambiente
(por ejemplo, escapar de un predador), pero
se afecta la salud y bienestar del animal cuan-
do el estimulo estresor es prolongado (para
una revision detallada, ver Dickens et al.,
2010).

Después del evento estresante, el siste-
ma nervioso estimula un grupo de neuronas
hipofisiotrdpicas ubicadas en el hipotdlamo,
donde se liberan en la circulacion portal las
hormonas liberadoras de corticotropina (CRH)
y arginina-vasopresina (AVP), que a su vez
estimulan la liberacion de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) en la circulacién
sanguinea. En respuesta, la corteza adrenal
produce glucocorticoides (cortisol, corticos-
terona) (Herman et al., 2003).

La respuesta al estrés incluye incremen-
tos de la concentracion de cortisol en sangre
y aumento de la actividad cardiovascular y
cognitiva, asi como la movilizacién de gluco-

sa, y mientras tanto se suprime o minimiza la
funcion reproductiva, inmune y digestiva
(Dallman, 2003). El cortisol circulante en san-
gre es metabolizado por el higado y excretado
en la orina y heces. En el caso de los ovinos,
las heces contienen diversos grupos de
metabolitos del cortisol, pero solo trazas del
cortisol en si (Palme y Mostl, 1997).

Algunas actividades cotidianas de la
crianza de alpacas y llamas son estresoras y
sus consecuencias estan asociadas a abortos
y ocurrencia de enfermedades. Knight et al.
(1995) reporta la pérdida de fetos asociada
al estrés de dos horas de transporte y poste-
rior reubicacién a un nuevo ambiente de 16
alpacas con cerca de siete meses de gesta-
cién. Del mismo modo, la esquila o el trans-
porte se asocia a casos de septicemia de la
bacteria comensal Streptococcus equi
subespecie zooepidemicus. Esta bacteria
produce una peritonitis y pleuritis
fibrinopurulenta, también llamada «fiebre de
la alpaca» (Cebra et al., 2000; Hewson y
Cebra, 2001). Asimismo, en un grupo de
alpacas en los Estados Unidos que estuvo
expuesto a diversos estresores (parasitismo,
lesiones 0 enfermedades), se demostré que
aquellas que fueron esquiladas hasta 2 cm de
la piel soportaban mejor el calor del verano
(20 a 30 °C) en comparacion con las alpacas
gue no fueron esquiladas (Navarre et al.,
2001).

La presente revision se enfoca en el uso
del cortisol como indicador de estrés en
alpacas y llamas.

Cortisol en Sangre

En los estudios iniciales, al inyectarse
ACTH a un grupo de alpacas para estimular
la produccion de glucocorticoides en la cor-
teza adrenal, se identificé a la corticosterona
como el principal glucocorticoide, encontran-
dose una gran variacion entre individuos (Gue-
rra-Garcia et al., 1975). Asimismo, Crossley
et al. (1994) reportaron altos niveles de
cortisol plasmatico en alpacas del altiplano
chileno antes y el dia posterior al transporte
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hacia una estacion cercana al nivel del mar,
indicando que los niveles altos de cortisol
antes del viaje podrian deberse al ambiente
hostil del altiplano desde donde fueron trans-
portadas y que los niveles de cortisol dismi-
nuyeron cuando las alpacas se adaptaron a
un ambiente con mejor calidad de alimento
disponible.

En otro estudio, donde se evalu6 el
estrés causado por 30 minutos de transporte
en alpacas, se encontr6 que la concentracion
de cortisol estaba elevada inmediatamente
después del transporte, pero a las cuatro ho-
ras de reposo disminuyeron hasta niveles si-
milares al momento previo al transporte. Asi-
mismo, el ritmo cardiaco no cambié y el com-
portamiento no estuvo asociado al incremento
de la concentracion de cortisol (Anderson et
al., 1999b).

En el Per(, las crias de alpaca son se-
paradas de sus madres al inicio de la prima-
vera (setiembre a octubre), cuando tienen
entre 7 'y 8 meses de edad. En este contexto,
Bravo et al. (2001) encontraron que las crias
de alpaca tienen concentraciones elevadas
de cortisol durante los tres dias posteriores
al destete y disminuyen al quinto dia.

Cortisol en Saliva

La puncién de la aguja para obtener la
muestra de sangre es un estresor en la vaca
(Hopster et al., 1999), al igual que en otras
especies. No obstante, en la alpaca y la lla-
ma se ha podido observar que repetidas pun-
ciones a la vena no llegaron a influir en los
niveles de cortisol (Anderson et al., 1999a).
De todas formas, el estrés de la puncion pue-
de ser evitado mediante la recoleccion de
muestras de saliva, especialmente si el ani-
mal ha sido entrenado para aceptar abrir la
boca y tolerar por unos segundos el material
absorbente que recogera la saliva. Esta me-
todologia permitio la evaluacion del estrés de
transporte en caballos (Schmidt et al., 2010).
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El cortisol circulante en la sangre se une
a las globulinas fijadoras de corticoesteroides
(transcortina, albimina). Los cambios de con-
centracion de estas proteinas influyen en la
concentracion de cortisol en la sangre (El-
Bahr et al., 2006). El cortisol pasa a la saliva
en la glandula pardétida por difusion simple
(Umeda et al., 1981) y, de este modo, se pue-
de medir el cortisol libre (no unido a protei-
nas) en muestras de saliva. La muestra se
obtiene facilmente introduciendo un algodén
en la boca de alpacas y llamas por un lapso
de 3 a 5 minutos, tiempo suficiente para que
ocurra la saturacion del algodon con saliva
(Anderson et al., 1999a).

La concentracion de cortisol se eleva
significativamente en el suero a consecuen-
cia de 30 minutos de transporte (Anderson et
al., 1999b). Sin embargo, en el caso de las
muestras de saliva y bajo condiciones expe-
rimentales similares, la concentracion de
cortisol en saliva se elevo solamente en la
muestra tomada cuatro horas posteriores al
transporte (Anderson et al., 1999a).

Metabolitos de Cortisol en Heces

Palme y Mdstl (1997) desarrollaron el
inmunoandlisis enzimatico (EIA) 11-
oxoetiocolanolona con anticuerpos que reac-
cionan contra los metabolitos de cortisol que
tienen la estructura 11,17-dioxoandrostano.
Este EIA se valid6 en camélidos sudameri-
canos, a la vez que se evalug el estrés debido
al transporte en llamas y al «chaccu» en vi-
cufias (Arias et al., 2013). Esta metodologia
es adecuada para la evaluacion del estrés en
varias especies rumiantes (Palme, 2012).

En la Figura 1 se muestra el pico en la
concentracion de cortisol en plasma luego de
la estimulacion con ACTH. A continuacién
se observa su reflejo con otro pico en la con-
centracion de metabolitos de cortisol en he-
ces. El tiempo que separa ambos picos esta
determinado por el tiempo de pasaje intesti-
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Figura 1. Cinética de las concentraciones de cortisol en sangre (nmol/l) y metabolitos de cortisol
(11,17-dioxoandrostanos) en heces (nmol/kg) dos dias antes y tres dias después de la
administracion de ACTH en una vaca (panel superior) y una oveja (panel inferior).
Tomado de: Palme et al. (1999). Vet Med Austria 86: 237-241. Con permiso de

OGT.

nal del duodeno al recto (Palme et al., 1996),
donde el tiempo medio de pasaje intestinal
del duodeno al recto en alpacas y llamas es
de 28 y 33 horas, respectivamente (Arias et
al., 2013).

En el caso de muestras fecales, es im-
portante tomar en cuenta que las muestras
deben ser recolectadas tan pronto como ocu-

rra la defecacion y homogeneizarse en la mis-
ma bolsa que fueron recogidas para prevenir
variacion de concentraciones de metabolitos
dentro de la muestra. Asimismo, las muestras
deben ser congeladas de inmediato a -20 °C
para prevenir la degradacion de los esteroides
por la actividad enzimatica de las bacterias
presentes en las heces (Bokkenheuser et al.,
1978; Mostl et al., 1999; Arias et al., 2013).
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Otros factores que podrian influir en la
medicion de metabolitos fecales de cortisol
son el estado reproductivo y sexo del animal,
asi como la estacion del afio (Palme, 2012).
Ademas, es posible que la hipoxia afecte la
produccion de cortisol, lo cual podria ser me-
dido mediante estimulacion de la corteza
adrenal de un mismo grupo de animales en la
altitud y al nivel del mar (Panesar, 2004).

Inmunoandlisis de Cortisol

Al momento, no ha sido validado un kit
comercial para medir concentraciones de
cortisol en muestras de suero o plasma pro-
venientes de alpacas y llamas. En este senti-
do, la validacion técnica de un kit de diagnds-
tico usado para otras especies incluye deter-
minar su sensibilidad y su especificidad. Se
deberan usar como referencia una muestra
control positiva (estandar analitico de cortisol,
CAS 50-23-7) y otra muestra control negati-
va (sin cortisol). Asimismo, se debera ensa-
yar un control externo, agregando estandar
analitico de cortisol en diluciones seriadas a
muestras de suero, plasma o saliva de
camélido saludable y sin estrés, y procesar-
las de acuerdo con las instrucciones del Kit.
Este procedimiento permitird detectar
inhibidores en la muestra, asi como la capa-
cidad de deteccién de cortisol de la prueba
(sensibilidad técnica). También es importan-
te evaluar posibles reacciones cruzadas a fin
de investigar la capacidad de la prueba para
distinguir entre estructuras parecidas al
cortisol (hormonas esteroideas como estradiol,
testosterona, etc.) (Ver metodologia de labora-
torio en Scheel et al., 2006).

Ademas de la validacion analitica del Kit,
es necesario realizar la validacion fisiologica,
Ique se hace mediante la inyeccion de ACTH.
Se espera medir un sabito incremento y lue-
go la disminucién de cortisol a los valores ini-
ciales. Esto debe realizarse para cada espe-
cie a ser investigada. Las comparaciones de
valores esperados bajo diferentes situaciones
de estrés, edades, sexo 0 especie solamente
son posibles si se utiliza la misma metodolo-
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gia de laboratorio o el mismo kit comercial de
inmunoanalisis. En consecuencia, no es posi-
ble obtener valores referenciales y el punto
de corte para discriminar situaciones de estrés
y sin estrés; sin embargo, las situaciones
estresantes pueden compararse, siempre y
cuando se midan por el mismo método (Palme,
2012).

Morrow et al. (2002) validaron un kit
comercial de radioinmunoanalisis (RIA
Corticosterona #1, MP Biomedicals, EEUU)
para bovinos. Este kit estd disefiado por el
fabricante para su uso en ratas y ratones. La
reaccion cruzada de anticuerpos favorece en
este caso la medicion de algunos metabolitos
(Palme, 2012).

Monitoreo del Comportamiento

El animal enfermo deja de comer, se
aparta del grupo y pasa mas tiempo en repo-
so. Este sufrimiento indeseado esta asociado
a las citoquinas que se producen durante la
respuesta a la enfermedad y contribuyen a la
supervivencia del animal (Gregory, 1998). Por
ejemplo, las vacas con metritis severa comen
con menos frecuencia que sus compafieras
saludables; pero ademas se determind que
estas vacas reducian el tiempo empleado en
su alimentacion una semana antes del parto
en comparacion con las vacas saludables
(Huzzey et al., 2007). Un cambio en la con-
ducta de alimentacion es un potencial indica-
dor para la deteccion temprana de esta en-
fermedad.

Respecto a la observacion de la con-
ducta de pastoreo, se observo menor consu-
mo de alimento en alpacas confinadas en so-
ledad (Pollardy Littlejohn, 1995). Del mismo
modo, se observo que las alpacas pasan mas
tiempo pastoreando en la pradera alto andina
en comparacion con las zonas bajas (Raggi
etal., 1994).

En la Figura 2 se muestra un caso don-
de a mayor tiempo de duracion del estrés
debido al confinamiento de guanacos, mayor
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Figura2. Correlacion entre el tiempo total de retencion de guanacos (TRT, en minutos) y la
concentracion de cortisol en la sangre de los mismos guanacos (ng/ml). Circulos
negros: representan guanacos hembras; circulos grises: representan guanacos ma-
chos. Tomado de Carmanchahi et al. (2011). Wildlife Research 38: 61-68. Con
permiso de CSIRO Publishing. Ver http://www.publish.csiro.au/nid/144/paper/

WR10170.htm

sera la concentracion de cortisol en su san-
gre. Carmanchahi et al. (2008) observaron
una correlacion positiva entre el tiempo de
manipulacion de guanacos y la concentracion
de cortisol en sangre. El tiempo de retencion
de cada animal incluy6 su captura, su esqui-
la, la extraccion de sangre y su liberacion.

CONCLUSIONES

Se concluye que la medicién de cortisol
en sangre y metabolitos de cortisol (11,17-
dioxoandrostanos) en heces son indicadores
fiables para detectar si la alpaca o llama ha
estado expuesta a un evento estresante.
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