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RESUMEN

Los perros en colectivos (refugios, perreras, criaderos, instalaciones de investigacion) se enfrentan
a una serie de condiciones subdptimas que comprometen su bienestar. En esta tesis se analizé el
efecto de dos productos ansioliticos naturales (una feromona apaciguadora sintética y un
nutracéutico) sobre indicadores de bienestar, tanto de comportamiento como fisiolégicos
(concentracién de cortisol en el pelo). Se observé que la exposicidén a la feromona sintética redujo
la presencia de conductas repetitivas asociadas a estrés crénico: pacing (P<0,0001), standing in rear
legs (P=0,02), asi como ladridos (P=0,014) y vocalizaciones en general (P<0.0001). Ademas, la
exposicién a la feromona aumentdé dos conductas relacionadas con las emociones positivas
[interaccidn social (P=0,007), juego con perro (P=0,03) y con juguete (P<0,0001)]. La administracion
del nutracéutico aumentd la frecuencia de conductas motoras: bouncing (P= 0.016), jump
(P<0.0001), standing (P<0.0045), standing in rear legs (P=0.0002), sit (P=0.015), exploring
(P=0.0023) y hide (P=0.009) y disminuyd dos conductas orales asociadas a emociones negativas
bostezo (P=0.037) y lamido de labios (P=0.017). La concentracién de cortisol en pelo aumentd
durante la aplicacién de la feromona (P<0,0068) y no mostré cambios en respuesta al nutracéutico
(P=0,927). Los resultados de ambos estudios muestran que estos ansioliticos naturales tienen la
capacidad de modificar la conducta en los perros que viven en colectivos y enfatizan la importancia
de combinar indicadores de comportamiento y fisiolégicos en los estudios cuyo objetivo es evaluar
el bienestar de los animales.



ABSTRACT

Dogs in groups (shelters, kennels, laboratory or research facilities) often face suboptimal living
conditions that compromise their welfare. In this thesis, the effect of two natural anxiolytic products
(a synthetic pheromone and a nutraceutical) on behavioural and physiological (concentration of
cortisol in hair) indicators of welfare was studied. It was observed that the exposure to the synthetic
pheromone reduced the presence of repetitive behaviours associated with chronic stress: pacing
(P<0.0001), standing in rear legs (P= 0.02), as well as barking (P=0.014) and general vocalizations
(P<0.0001). In addition, two behaviours related to positive emotions [social interaction (P=0.007)
play with dog (P=0.03) or with toy (P<0.0001)] increased. The administration of the nutraceutical
increased the frequency of locomotor behaviours: bouncing (P=0.016), jump (P<0.0001), standing
(P<0.0045), standing in rear legs (P= 0.0002), sitting (P=0.015), exploring (P=0.0023) and hide
(P=0.009) and decreased two oral behaviors associated with negative emotions [yawn (P=0.037) and
lip licking (P=0.017)]. Hair cortisol concentration increased during the pheromone application
(P<0.0068) and showed no significant changes due the nutraceutical administration P=0.927). The
results of both studies show that these natural anxiolytics do have the ability to modify behavior in
dogs that live in groups. The results also emphasize the importance of combining behavioural and
physiological indicators in studies aimed at assessing animal welfare.

vii



TABLA DE CONTENIDOS

AGRADECIMIENTOS
RESUMEN

ABSTRACT

TABLA DE CONTENIDOS
INDICE DE CUADROS
INDICE DE FIGURAS

I INTRODUCCION GENERAL........cecurererreereeeseereeseecsesseesseeseeseesssssessesssessessesssessessesenns 15
1.1. ¢Qué es el Bienestar ANIMal? ........uueueueeeieieneiiiuiniiiinieaaeaeaaaaaane 15
1.2. Importancia del estudio del Bienestar Animal.......cccccorveeeiiiieeeiciireeercinreneeesreneneeenenens 17
1.3.  Principales problemas de BA en perros de colectivos ..........cccceeerreeencirrenenceneenencennennn. 17

1.3.1. AMDIENTE PODIE ..eeiiiiiiee e e e ae e e e nares 17
1.3.2. Tamafio y disefio de 1@ Jaula......ccueeeeeeieieeee e e 18
1.3.3. PriVacCioNn SOCIAN .. ..ottt s 18
1.3.4. [T o Yo | VAN o F- T =Y [ J PP S 18
1.3.5. Poca actividad fiSICa ..oveereeeeiie e e 18
1.3.6. Enfermedad o salud debilitada .........coceeiiiiiiiiiii 18
1.3.7. L] 0a] o111 AU = TP PPPPPPPPPPPPPPPRPPPRS 18
1.3.8. RUIHO <ttt et et b e b e sat e st e et e et e e sbeesbeesaeesaee 18
1.4. Indicadores de Bienestar Animal en Perros............cccccuuueeemeuennnennnenenenenenenenenenenenenenen 19
1.4.1. Indicadores comportamentales de BA........cc.ueviieiieeiiciiee e 19
1.4.2. Indicadores fisioldgicos de BA.........ooooiiiei et e 24
1.5. Estrategias para mejorar el BA en perros dentro de colectividades........ccc..ccceeeuuenneee.. 24
1.5.1. FEIrOMONAS.....eiiiiiiiiiiiii e 25
1.5.2. NUEFACAULICOS -ttt sttt b e st st et e et e e sbeesaeesane e 26

L T © 1 | I Y 28



L. HIPOTESIS «.eveeeieeeeeeeeeeeesseessesessssessssssssessssssssssssssssnsessssssssessssssssssssssssnsessssssssssssas 28

Iv. BIBLIOGRAFIA DE INTRODUCCION GENERAL........cccueeueereeereeeeeeseesseesseesseessesssnes 29
CAPITULO I. Efecto de una feromona de apaciguamiento sintética (Adaptil® spray)
sobre el bienestar de perros en ColectiVos. .....cccveiieeireeireeiireiererereerenerencreesreaseennernnernne 37
T £ S U 1V 38
Il INTRODUCCION .....corummimcncniiisesissesesttsssssssesee ettt s s s s s ssssssesns 39
p 2% WP © TV T-IYo Ty W T =T T 4 Vo 4 T T3 39
2.2.  Produccion y Deteccion de Feromonas en Mamiferos. .......ccccvvveeeeeniccieiinneenennsnciennns 39
2.3.  TipoS de FErOMONAS. ..c..ciiieeeueirirnnneriernnesrrnnssesreenssessernssessesnssessennsssssennssassennssessennnnans 40
2.4.  Feromonas SiNtetiCas. .....cccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnncrnnrcr e 41
. MATERIALY METODOS .....ccvuruimimincniisnsissnsincsssssssssssssessssssssssssssenessssssssssssssssens 42
20 I [ =1 - ol T 4T PN 42
20 TR V414 T (- PN 42
3.2.1. Criterios de inclusion y @XCIUSION ......ccoiviiiii i 43
0 TR |, F- 1 1T o N 43
3.4. Testde ACErcamiento ......ccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiiiieiieeeeeeeeeeeeeeee et e e e eeeneeene 43
3.5. Disefio del EXPerimento .....ccccieeiieeiiieeiiieniiteenereniienereaseernserensseresssrensessnsessnsessnssennns 44
3.6.  Observacion de CoONAUCEA.......ccceeiiiiiiiinnnneiiiiiniiiieemsesiiiiieesssmsiiersssssssssesses 45
3.7. Aplicacion de la Feromona SintétiCa ........cceereeerenniiinereencitnnireeenerenerennerensesrnsessnseennne 48
3.8. Toma de Muestra y Determinacion de Concentracion de Cortisol en Pelo.................. 48
3.8.1. FA g YR oty = o 11y o ol TSR 49
3.9, RESULTADOS ....cuuuuuuniiriiiiiiisiunteteesssiissssssssseesssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssnssenesss 50
3.9.1. TesSt de aCerCamMIENTO .....cocui ittt ettt sttt ere e 50
3.9.2. [ CTot (o =T oY = I ole o To [ o1 - USSR 50
3.9.3. Determinacién de la concentracion de Cortisol en Pelo........ccccevceeeveenieeneeneenncne 54
V. [ 11T 01U ] [ 55
Lt O 11 -1 T B 55
4.2, Test de aCerCamMIieNtO....cccccciiiuuiiiiiruiiiiieniieiienisiniienistiessistiensisiessssssssssssssssssssssennes 56
4.3. Observacion de la Conducta ........cccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinneeeeeerererereeerererererer e 57



4.4. Determinacion de la Concentracion de Cortisol en Pelo......cceeeeeeeereeireeiinrenirenirencrenens 59

V. CONCLUSIONES ......ccuiiieiiieiiieiireireiieirneiiseiiseisesressrassrassrassrasstessssssssnsssnsssasssans 60
VI. BIBLIOGRAFIA CAPITULO 1 .....oeecuereereereesssessseessesssesssesssesssssssesssssssssssessssssssssnns 61
CAPITULO 2. Efecto de un nutracéutico (Adaptil® comprimido express) sobre el
bienestar de perros €n ColeCtiVOS. ...c.ciciieeiieeirieirieittereteereereeresiresiereernsernsereserasesennses 68
I, RESUMEN ...ttt ssessras s rassrasssasssassssssssessrassrassrasssasssassses 69
Il INTRODUCCION ......ccuveereeerrereeesseesseesseesseesseessesssssssssssesssesssesssesssesssessssssssssessssssseses 70
2.1. Alimentos Funcionales y NUTFraCEULICOS. ......cuureieiiiiiiirennniiseisiineienmnsssssieseneesnnnsssssssnnns 71
2.2. Alimentacion, compuestos nutracéuticos y conducta. .......cccceerrirenerriennicrrennniereennnnns 71
2.3.  Adaptil’ COMPrimidos EXPrESS ..cceeveereerrreeeirssrrerisssreeesssssseessssssseesssssssessssssssesssssssaes 72
2.3.1. LI o100 ) =1L RS SP 72
2.3.2. [y = 011 o I O PO P U UPPP PP 73
. MATERIALY METODOS .....ccvuruimiminiiinnsissnsincstssssssssssessssssssssssssenessssssssssssssssens 74
20 T | 3 = 1= T o T =S 74
20 TR V414 T (- 3N 75
3.2.2. DiseNo del EXPEriMENTO ..cciiiiiiei ittt ettt e e see e e e s e ebae e s s abee e e eares 75
3.2.3. TeSt de ACEICAMIBNTO ..cccuiieeiie ittt ettt sttt e sar e s bee e sareesans 77
3.2.4. (0] o1 =T oV TolToTg e [ oloT 3 Vo [V - FU U 77
3.2.5. Administracion de Adaptil® express comprimidos .........cceeveveevereeveeereeeeeeeeeerereenens 81
3.2.6. Toma de muestra de pelo y determinacidn de concentracidn de cortisol ............... 81
3.2.7. FA g YR oty = o 11y o ol TSR 82
V. RESULTADOS .....ceuiiieiitieiitieiiieiiieeitiesiieesiiesesereasssteasistssssressssessssrensssrensssennns 83
L 3 T 1 =T o L= Tol=T o T 4 1= 41 o o BN 83
L 5y N 0o Y T 11 o = 83
4.3. Toma de muestra de pelo y determinacion [C].....ccccccereeeniiiieeniirreeencieneeenceeseneneeenenans 87
V. [ 11 01U ] [ 89
5.1. DiseNo exXperimental........ccccceiiieeieiiiieieiiiinieeiieeeesteeneeesesnsseesennssessennsssssennssesssnnnnans 89
5.2.  Administracion del nutraceutico Adaptil.........ccceeeeiiiieiiiiiirierirreerreere e eeeaees 89
5.3. Test de acercamiento........ccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinncnn e 89



5.4. Observacion de 1a CONAUCEA .......ceeuieeiieeireeireeireeereiereireerreesrsesrnesenssenssesssessrsssrssssnssenns 90

5.4.1. Toma de muestra de pelo y determinacidn de concentracién de cortisol ............... 91

VI.  CONCLUSIONES......ccuiiiiiimnniiiitinniiiiiiinniiiniinsiiiniesaiiittessiiistessssiiseesssessessssssssenss 93
VIl.  BIBLIOGRAFIA ADAPTIL NUTRACEUTICO ....cceovreererereressessessessessessessssnssessessenns 94
VIII.  DISCUSION GENERAL.......ccccererrterrerreesneesesseesseesesssssseesssssessesssssssssessessssssssnssnnes 100
8.1. Test de acercamiento......ccccceieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 100

8.2. Uso de la determinacion de cortisol en pelo como indicador de estrés crénico en perros

100
8.3. Uso de ansioliticos naturales para mejorar el bienestar de perros en colectivos....... 101
CONCLUSIONES GENERALES ......cicieiiiiiiieiiiitncrectetencsestastassasssssssssassessasesassassasssnsnns 106
ANEXO A

Xi



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Situacidn anatdémica del OVN €N €l PEITO c....vviiiiiiiiiieee e 40
FIgUra 2. Canil d@ 10S PEITOS ...ececuiieeeeiiiie ettt ec e et e e e et e e e e te e e e e abee e e eabaeeeensbaeesennreneeennsens 42
Figura 3. Instalaciones de 1a Granja de 1@ FV ... ieiiiiiiieeeeeee ettt 42
Figura 4. Disefio del EXPEIrIMENTO ..ciiicuiiiiieiieie ettt ettt e st e e e e e s abee e e ssbe e e s snbeeeesnnes 45
Figura 5. Zona elegida para [a mUestra de CP .........coocuiiiieiiiiiie et e vee e e 48
Figura 6. Frecuencia de conductas durante ambos tratamientos .........cccoecveeeiriiieeinciee e, 52
Figura 7. Conductas con diferencia significativa entre tratamientos .........ccccocveeevieeriieeniecrieeenen, 53
Figura 8. Concentracidn de cortisol en Pelo con y sin FEromonNa .......cc.eeeeecveeeeecieeecccieee e e 54
FIgura 9. Canil d@ 10S PEITOS ...eiiiuiiieieiiiie ettt ettt e et e e et e e et e e e s re e e e sbbe e e e e sbaeeessbaeesenareeeesnnnees 74
Figura 10. Localizacién de la granja de perros de 1a FV......cc.ueioeiieiiicieieccieee et 74
Figura 11. Disefio del experimento con Adaptil Comprimidos EXPress .......ccceeecveeeeecveeeeecveeeeeennee 76
Figura 12. Zona elegida para |la muestra de CP........cccuvieiiiiiiieeieec ettt 81
Figura 13. Media de conductas con y sin Adaptil® EXPress .....ccccveeeercieeeiiiieeeeniieeeecieeeesveee e 86
Figura 14. Comportamientos con diferencias significativas entre tratamientos.........ccccccccvveeeneen. 87
Figura 15.Concentracién de Cortisol en Pelo con y sin NUtraceutico .....ccccccveeevviveeeenciieeeeriiee e 88

xii



iINDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Datos de los perros que participaron en el estudio .......ccceecvevevvciieeieiiiee e 43
Cuadro 2. Valores para el Test de ACErCamieNtO......ccccuveeeiiiiiieeeciiee et et e e vee e e e 44
Cuadro 3 Descripcion del modelo experimental.........ccceviieiiiiiciee e e 44
(O To [ o I B = oY - =Y - TSP SPR 45
Cuadro 5. Descripcion de los parametros comportamentales .........coccovveeecieeeecviee e, 47
Cuadro 6. Reaccidn de los perros ante la presencia de un desconocido........ccccvvveeeeeeeecicciiiieeeeeennn, 50
Cuadro 7. Resultados de la observacidn comportamental ........cccceeeveiieiiiiiien e 51
Cuadro 8. Concentracidn de cortisol en pelo con y sin Adaptil SPray.....cccccceeeeeeceeeeccieeeeeciee e 54
Cuadro 9. Concentracion de cortisol en pelo con y sin Adaptil SPray) ....ccceceveeeeeeevieeccieeeciee s 54
Cuadro 10. Composicién de Adaptil® express. Fuente: CEVA laboratorios........ccccceeeeeeeicciiieeneeenn. 72
Cuadro 11. Perros que participaron en el @StUdio .......c.ueeeeeiiieieciiee e e 75
Cuadro 12 Descripcion del modelo experimental........ccccevveieiicciiee e 76
Cuadro 13. Valores para el Test de ACErcamienTO . .....cccccccciiieieeee ettt eerrrree e e e e e e esrrrreeeeee e 77
OV To [ o T I T = oY - =T o o - [ USSR 78
Cuadro 15. Descripcion de los pardmetros comportamentales ........ccvveeeeeeeeecccinieeeeeeeeeccireeeee e, 80
Cuadro 16 Reaccion de los perros ante un deSCONOCIHO .....uvvveieeeeiiiiiirieeeeeeeeecireeeeeeeeeesirrreeeeeeeens 83
Cuadro 17. Valores medios de conductas entre tratamientos .......cccceveereirieeienieeseeneenee e 85
Cuadro 18. Concentracion de Cortisol en Pelo con y sin Adaptil Nutraceutico..........ccccvevevveeennnen. 87

Xiii



ABREVIACIONES

[C] Concentracion de cortisol

[CP] Concentracion de cortisol en pelo

[CS] Concentracion de cortisol en saliva

aa Aminoacido

AC Adaptil comprimidos

ACTH Hormona adrenocorticotrépica

AN Adaptil nutracéutico

AS Adaptil spray

BA Bienestar animal

CAP Cat appeasing pheromone/Feromona apaciguadora felina
cp Cortisol en Pelo

DAP Dog appeasing pheromone/Feromona apaciguadora canina
dL Decilitro

EA Enriquecimiento ambiental

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay/ ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
FC Frecuencia cardiaca

FV Facultad de Veterinaria

HPA Hipotaldmico-pituitario-adrenocortical

MOE Main olfactory ephitelium/Epitelio olfatorio primario

OBP Odorant binding protein/ Proteina ligadora a olor

OVN Organo vémero nasal

PAP Pig appeasing pheromone/Feromona apaciguadora porcina
SNC Sistema nervioso central

UAB Universidad Auténoma de Barcelona

ug Microgramo

FEEDAP Panel de la EFSA sobre aditivos y productos o sustancias utilizados en la alimentacién animal
WHO World health organization/ Organizaciéon mundial de la salud

GABA Gamma aminobutyric acid/ dcido gamma aminobutirico

Xiv



I. INTRODUCCION GENERAL

La domesticacion supuso un cambio de vida y una serie de beneficios tanto para el humano como
para los otros animales. La palabra inglesa husbandry (cuidado, manejo y crianza de animales) se
deriva de 'hus' y 'bond': casa y unién (Temple, 2009). Desde entonces, los animales se unieron al
entorno humano y fueron ubicados en el ambiente que estos consideraban ideal incluso para si
mismos: su hogar. La esencia de esta crianza y uso fue la atencion y la convivencia entre el humano
y “sus” animales, avenencia que articuld a partir de entonces una estrecha relaciéon simbidtica.

De entre todas las especies domesticadas, la canina fue la primera y la que desde entonces se ha
adoptado para satisfacer mdas necesidades humanas que cualquier otra (Beaver, 2009b).
Dondequiera que haya humanos hay perros; Faulkner (2013) estimd que existe un can por cada 10
habitantes en el planeta. Y, aunque en su censo real es un desafio, la WHO (2012) estimo la
poblacién mundial canina en 525 millones. Basandose en esa valoracién, hoy en dia se presume que
dicha cantidad se ha incrementado a cerca de 900 millones.

La interaccidn y/o tenencia de un perro, ha reportado multiples beneficios para la salud y bienestar
humano, por ejemplo: reduccidn en los niveles de ansiedad, presidn arterial y frecuencia cardiaca,
disminucién de sentimientos de soledad en ancianos, menor incidencia de rinitis alérgica, asma vy
eczema en nifios, aumento de la actividad fisica, aumento en la frecuencia de interacciones sociales,
mejor desarrollo emocional y cognitivo (Hall, 2017). La domesticaciéon y este vinculo Unico
interexpecie también ha cambiado a los perros de manera tan drastica, que no sélo son capaces de
lidiar con el estilo de vida de las personas, sino que pueden haberse adaptado especificamente a él
(Kamiski et al, 2014), pese a que el entorno humano es cada vez mas complejo y cambiante (Mills
et al., 2005). Los perros cohabitan con las personas dentro de sus casas, comparten su dia, aficiones,
transporte y estilos de vida. En algunas culturas, mds que animales de compaiiia forman parte de la
familia.

Sin embargo, cuando los perros viven en grupos y en un contexto diferente al que tienen como
mascotas (por ejemplo un refugio, instalaciones de laboratorio o investigacion), se enfrentan a una
serie de condiciones y desafios que tienen un impacto importante en su bienestar. La existencia de
estas instalaciones colectivas son un hecho necesario, y aunque generalmente se trata de hacer
todo lo posible para garantizar que los animales tengan una buena adaptacidon al entorno, y una
buena calidad de vida (Waran, 2017), pueden suscitarse problemas de bienestar que pueden ser
dificiles de evitar.

1.1.¢Qué es el Bienestar Animal?

El bienestar animal (BA) mas que un término, es un concepto amplio y abstracto que fue empleado
por primera vez en 1926 (Mills, 2010). Su estudio se lleva a cabo principalmente como parte de las
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ciencias naturales, pero, debido al papel que desempefian los animales en la esfera humana, su
interaccion con las sociales es ineludible.

La percepcion, interpretacién y evaluacién moral del estado de bienestar en un animal y sus
problemas mdas comunes estdn influenciados por el contexto social, especialmente por sus valores
y comprension moral (Carenzi, 2009). Al diferir estos valores entre regiones, culturas, tiempo e
individuos (Ohl, 2012) se convierte en un estudio dinamico (Carenzi, 2009) mas relacionado con la
ética que con el concepto cientifico del BA (Broom, 2011).

Sobre una base cientifica, se han seguido tres enfoques principales para definirle y encontrar
metodologias que lo evallen:

El primer enfoque enfatiza la funcidn o el adecuado funcionamiento biolégico de un organismo. Bajo
esta visién, un buen nivel de bienestar significaria la ausencia de enfermedad, lesién o falta de
confort térmico (Duncan, 2005).

El segundo destaca lo que el animal siente reconociendo el papel de los aspectos psicolégicos, los
procesos mentales y considerando las emociones como elementos clave para determinar la calidad
de vida (Duncan, 2005). Aunque la mayoria de los especialistas concuerdan que lo anterior es
importante, precisar y medir el bienestar mental o emocional de un individuo con la rigidez del
método cientifico es complejo (Temple, 2009) Por ahora, es viable estudiar los vinculos que las
emociones tienen con las necesidades biolégicas de un animal y las implicaciones de cubrirlas o no,
tratando de evitar interpretaciones antropomorficas (Carenzi, 2009).

El dltimo, subraya el comportamiento innato del individuo estableciendo que un animal tendra un
bienestar pobre si no puede desarrollar la conducta propia que su especie ha desarrollado durante
el proceso natural de evolucién. Aunque el repertorio conductual de los animales domésticos difiera
del de su ancestros debido a los cambios impuestos durante el proceso de domesticacién (Duncan,
2005).

En 1993, combinando elementos de esos tres enfoques, el Consejo de Bienestar de Animales de
Granja del Reino Unido propuso las llamadas Cinco Libertades. Aunque se desarrollaron
principalmente para animales usados en la produccién, su uso también se expande a los animales
de compaiiia (Sandge, 2016). Estas libertades enuncian que el BA, aunque intangible, es adecuado
y se preserva si los animales se mantienen libres de: 1) padecer hambre y sed, 2) incomodidad
térmica y fisica, 3) lesiones, enfermedad, dolor o sufrimiento, 4) miedo o estrés y 5) expresar
patrones de comportamiento especificos de su especie. Las primeras cuatro fueron formuladas
desde la perspectiva de que la ausencia de estados negativos asegura bienestar; mientras que la
quinta implica que los aspectos positivos contribuyen al mismo. Hoy en dia, para el estudio del BA
se considera cada vez mas la presencia de estos uUltimos (Yeates, 2008).

En conclusidn, la definicion mas amplia de BA debe incluir el estado integral de un animal y aquellos
factores relacionados con el entorno en el que viven. Los indicadores usados para evaluarlos deben
basarse en la etologia conocida de la especie y validarse cientificamente (Carenzi, 2009).
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1.2.Importancia del estudio del Bienestar Animal

El interés por el comportamiento, salud y bienestar de los perros es un tema de interés popular y
cada vez mas reconocido dentro de una gran variedad de disciplinas. Ello ha incrementado tanto la
calidad de la investigacién relacionada, como su aplicacién durante los ultimos 50 afios. Esto supone
también un desafio para ambas especies, ya que involucra la identificacion, prevencién y atencion
de los problemas de conducta derivados de la adaptacion del perro al entorno (Sherman, 2008) y a
los estdndares de manejo que el humano establece (Stellato, 2017). Este vinculo puede deteriorarse
cuando el perro muestra conductas percibidas como inaceptables, como eliminacién inadecuada,
vocalizacion excesiva, destruccidn o agresividad (Beerda, 2000).

En el caso de perros destinados para docencia o investigacién, el estudio del BA es importante
debido a su innegable vinculo con la produccion de datos de alta calidad cientifica. Si su bienestar
se encuentra comprometido se pueden llegar a conclusiones poco sélidas y a la reduccion en la
sensibilidad, fiabilidad o repetitividad de los resultados obtenidos (Boissy et al., 2007).

En sintesis, la observacion y estudio de la conducta canina en cualquier contexto permite detectar
problemas de bienestar existentes. Una vez identificados deben de ser estimados mediante
indicadores que lleven al desarrollo de estrategias adecuadas para mejorarlo.

1.3.Principales problemas de BA en perros de colectivos

Aunque los problemas de BA en perros son comunes entre todos los individuos y en cualquier
contexto, existen variaciones importantes de acuerdo al entorno en el que vivan. Aquellos que lo
hacen en instalaciones colectivas, generalmente reciben agua, comida, atencién veterinaria y
proteccion contra la depredacion o conflictos con otros animales, pudiendo ser mds saludables y
longevos que aquellos en otras condiciones (Péter, 2018). Sin embargo, el ambiente de
confinamiento suele ser estresante (Beerda, 1999) y provocar el desarrollo de problemas de
comportamiento que suponen un riesgo para su bienestar.

La respuesta de un perro ante las condiciones de confinamiento, difiere enormemente entre
individuos (Boissy et al., 2007). Factores como la edad (Yin, 2004), el tiempo en las instalaciones
(Faragd, 2010) y experiencias anteriores, influencian esta respuesta (Pongracz, 2010). En general los
siguientes son algunos de los problemas a los que se enfrentan los perros en colectivos.

1.3.1. Ambiente pobre

En confinamiento, la falta de previsibilidad, control y eleccién origina en los perros estrés, ansiedad,
frustracién o miedo (Weiss, 2012) . Si la ausencia de estimulos y de un ambiente complejo o la
restriccion a ellos es severa y crdnica, la flexibilidad neuronal, cognitiva y conductual pueden verse
afectadas (Stellato et al., 2017).
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1.3.2. Tamaiio y diseiio de la jaula

Siendo la jaula el lugar en el cual el perro permanece una gran parte de su vida, ésta tiene un impacto
trascendental en su conducta y bienestar (Doring et al.,, 2016). Su disefio debe promover
comportamientos propios de la especie, facilitar la interaccién con otros perros y permitir la
formacién de grupos sociales (Beerda et al., 1999).

1.3.3. Privacion social

El aislamiento social puede ser mas determinante que la restriccion espacial para el BA de los perros
(Wemelsfelder, 2014). La creacidén de grupos y el contacto social son tan importantes (Burn, 2017)
gue estos animales pueden llegar a mostrar alteraciones de conducta en su ausencia (Broom, 2015),
situacién habitual en perros confinados (Hubrecht, 2010).

1.3.4. Personal y manejo

Cualquier persona involucrada en el manejo de los perros en colectivo, debe tener un
entrenamiento técnico y comprensidn basica del comportamiento individual y de la dindmica grupal
de los perros con los que trabaja, ya que estas interacciones suelen ser las pocas, o las Unicas, que
el animal tiene durante toda su vida. Aumentar las habilidades en el manejo positivo de los perros
beneficia tanto al personal como a los perros (Lloyd, 2017).

1.3.5. Poca actividad fisica

El ejercicio proporciona estimulacion fisica y mental, y da a los individuos la oportunidad de
socializar. Su carencia ocasiona comportamiento estereotipados (Scullion, 2017).

1.3.6. Enfermedad o salud debilitada

El estrés crénico tiene una interrelaciéon crucial y compleja con la patologia (Broom, 2015). Puede
ocasionar inmunosupresion y susceptibilidad a enfermedades de diferente etiologia (Scullion,
2017). La enfermedad afecta directamente al bienestar y a su vez puede ser el resultado de estrés
cronico debido a factores como alimentacidn inapropiada, reagrupacion, mal manejo del ambiente
o el mismo confinamiento

1.3.7. Temperatura

El confort térmico en el macro y microclima de los perros el colectividades es relevante para su
desempeiio rutinario. Los individuos sometidos a temperaturas poco confortables suelen presentar
un incremento en conductas repetitivas y una reduccién en la interaccidon con su ambiente (Mills,
2014).

1.3.8. Ruido

Los perros son especialmente sensibles a los estimulos sonoros. En los perros confinados en grupo,
las fuentes de ruido son muchas y su control o evitacidon es complicada.
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1.4. Indicadores de Bienestar Animal en Perros

Los indicadores que reflejan de manera confiable y objetiva el BA son fundamentales para trabajar
sobre él, estimarlo y tomar decisiones relacionadas al mismo (Beerda et al., 1999). Debido a que
estd inmerso en el terreno de las percepciones subjetivas del individuo, no puede ser determinado
directamente (Haverbeke, 2015). Debe de realizarse un analisis sutil y detallado de las respuestas
fisiolégicas y comportamentales (Stellato et al., 2017) a través de medidas previamente validadas
en grado y eficiencia (Beerda, 1997).

El uso de cada indicador requiere una discusidn critica (Mills et al., 2005), por ello al usarse en
conjunto pueden proporcionar una evaluacidn mds precisa (Beerda et al., 1999). Para el objetivo de
esta tesis, se analizé un indicador fisiolégico: la concentracién de cortisol en pelo y uno
comportamental: andlisis de etograma.

1.4.1. Indicadores comportamentales de BA

Desde las investigaciones realizadas por el nobel Ivan Paulov, la observacién de la conducta ha sido
considerada como un método valido y de facil implementaciéon en la experimentacién cientifica. Se
considera como el "gold standard" de la evaluacidn del BA debido a que se puede medir al instante
y no entrafia técnicas invasivas como las usadas en la recoleccién de muestras para los indicadores
fisiolégicos (Gaultier, 2005) particularmente si se usan nuevas tecnologias.

A pesar de la aceptacidn general sobre la capacidad de los animales para experimentar emociones
negativas y positivas, el estudio del BA estuvo centrado durante mucho tiempo en las primeras
(Yeates, 2008), quiza debido a que las manifestaciones de experiencias negativas son mas intensas
y faciles de observar; mientras que las positivas son consideradas mas labiles y de expresién mas
sutil (Owczarczak-Garstecka, 2016).

1.4.1.1. Indicadores de un BA negativo
a Estereotipias

Una estereotipia se reconoce por ser una secuencia de movimientos repetidos varias veces con poca
o nula variacidn, sin funcidn aparente. Ocurren en situaciones en las cuales los individuos carecen
de control de su ambiente. La secuencia de conducta que se convierte en estereotipia es, con
frecuencia, una forma incompleta de una conducta funcional para remediar algun problema. Sin
embargo, al momento que la estereotipia se establece, ya no ejerce ninguna funcion (Broom, 2011).
Puede convertirse en habito y persistir fuera de la situacion que motivo su aparicion, por lo que su
presencia debe considerarse evidencia de un pobre bienestar experimentado en algiin momento de
la vida del individuo, y no necesariamente un indicador de su bienestar actual (Waren, 2016). A
pesar de considerarse como uno de los indicadores mas importantes de estrés crénico (Broom,
2015), no debe usarse como uUnico indice de BA, ni debera suponerse un bienestar éptimo en los
sujetos que no las presenten (Held, 2011).
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b “Circling” o dar vueltas en circulo

Se presenta como una actividad locomotora modificada en condiciones de movimiento limitado o
espacio reducido (Boissy et al., 2007). Se ha relacionado con niveles altos de excitacidn, discomfort
térmico, aislamiento social y, si se presenta justo antes de que los perros defequen, con deseo
frustrado de defecar lejos del darea donde normalmente descansan (Faragd et al., 2010). Se ha
reportado una predisposicion racial en el bulterrier inglés y pastor aleman (Luescher, 2004)

e  “Pacing” o paseo de un lado a otro

El animal traza una ruta fija que regresa a su punto de origen y que repite con modificaciones
menores. Se ha asociado ampliamente con el estrés crdnico (Boissy et al., 2007) y frustracion
(Broom, 2015).

¢ Aumento de la actividad motora o hiperactividad

Los perros alojados en condiciones austeras muestran altos niveles de actividad locomotora que
suelen incrementarse después de cualquier leve perturbacién o estimulo (Scalia, 2017; Travain et
al., 2015). Esta relacionada con inquietud y dificultad para adaptarse a un nuevo entorno vy
problemas de aprendizaje (Beaver, 2010). La hiperactividad también puede ser un problema en los
perros domeésticos o los perros jovenes considerados demasiado activos por propietarios
relativamente sedentarios. Si llega al grado de ser patoldgica, la hiperactividad puede llegar a
requerir tratamiento farmacolégico. Los perros ansiosos suelen mostrar una elevada exploracion
ambiental y conductas de alerta por factores genéticos (Kuhne et al., 2014).

d Escarbar o rascar el suelo

Es una conducta locomotora normal que puede convertirse en un problema de BA cuando su
frecuencia es excesiva. Se ha vinculado con frustracién al no poder realizar conductas altamente
motivadas (Pageat et al., 2007; Siracusa et al., 2010) y se ha reportado en perros viviendo en
espacios reducidos o socialmente aislados (Kovacs, 2016; Rault, 2017).

e Conductas de desplazamiento

Son movimientos derivados de los patrones motores tipicos de la especie pero que parecen ser
irrelevantes tanto para el comportamiento anterior como para el posterior. Tienden a ocurrir en
situaciones donde un animal esta motivado para realizar dos o mds comportamientos que estan en
conflicto uno con el otro (Part et al., 2014). Por ejemplo, los perros confinados en condiciones
austeras, o durante situaciones de estrés agudo, beben agua (o simulan hacerlo) cuando entran en
conflicto sobre si acercarse o retirarse a una persona que se aproxima (Gaines, 2008; Siracusa et al.,
2010).

e “Auto grooming” o acicalamiento excesivo

Aunque es un comportamiento normal realizado para mantener sano el integumento, es la mas
comun de las conductas de desplazamiento (Beaver, 2009). Su frecuencia se incrementa cuando el
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animal esta expuesto a estrés, a un cambio en sus rutina o a ambientes pobres (Cafazzo et al., 2014).
Puede indicar dolor o solicitud de atencidn y ocasionar dermatitis acral y desordenes en el suefio o
en la alimentacion (Sandri, 2015). Hay una predisposicion al lamido de flancos en los Doberman
Pinchery en razas grandes a la dermatitis acral (Hernandez, 2012).

e Bostezo

Cuando no estd asociado al suefio, es una posible conducta de desplazamiento que indica conflicto
entre conspecificos. También se atribuye a miedo, tensiéon (Waran, 2017) y estrés agudo o leve
(Sandri et al., 2015).

f  “Shaking” o sacudir el cuerpo

Esta conducta se ha relacionado con miedo (Ito et al., 2005) o estrés agudo (Dawkins, 2004).

V(!

g “Tail chasing”, “whirling” o persecucion de cola

Se presenta en condiciones de hiperexcitacion, frustracion (Broom, 2015), falta de EA, deficiencia
nutricional, ansiedad, intentos frustrados de escape, busqueda de atencidn o enfermedades
(Beaver, 2009). Parece que los Bullterrier inglés y Pastor Aleman muestran predisposicion racial
(Hernandez, 2012).

h Ladrido o vocalizaciones excesivas

El ladrido excesivo es uno de los cinco principales problemas de comportamiento segln quejas de
los propietarios (Beaver, 2009a). La cuantificacidn de su frecuencia y duracién es importante para
diferenciar entre lo normal y lo que no lo es (Mendl, 2009). El ladrido es uno de los medios de
comunicacién inherentes a los perros y pueden transmitir un amplio espectro de estados internos.
Durante el proceso de domesticacidn, las vocalizaciones de los perros se han modificado de manera
cuantitativa y cualitativa, de manera tal que los humanos parecen capaces de interpretarlos de
manera mas o menos confiable (Hall, 2015; Protopopova, 2016; Wells, 2009). Sin embargo, en
confinamiento algunos tipos de vocalizacidén suelen ocurrir en respuesta a situaciones estresantes,
de aislamiento, aburrimiento, busqueda de atencidn o espacio reducido (Pageat, 2010) e incluso,
infecciones, dolor, ansiedad, e hiperactividad (Di Cerbo, et al., 2017b). (Wyatt, 2009), categorizé los
ladridos en subtipos basados en el contexto y (Faragd et al., 2010) observé que existen diferentes
caracteristicas acusticas, entre los gruiidos de juego y aquellos relacionados con conductas
agresivas. Los primeros tienen una frecuencia relativamente mas baja, una menor dispersion y son
mas cortos. Ladridos de larga duracién, con repeticiones rdpidas e intervalos pequenos fueron
categorizados como de perturbacién (Brennan, 2006; Kekan et al., 2017; Surov, 2016). Mientras que
el trasfondo emocional del gimoteo se cree que esta centrado en los estados negativos (Wyatt,
2009) o de miedo (Frank, 2010). Algunas razas, como los Beagles, muestran predisposicion racial a
las vocalizaciones excesivas.
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i  Coprofagia

Se asocia con poca estimulacién ambiental, aprendizaje, comportamiento exploratorio, deficiencia
grave de tiamina o cobalamina (Amat, 2016) predisposicion genética, baja digestibilidad de la dieta
(Pageat, 2010) y estrés crénico (Landsberg, 2015). No se ha reportado diferencia con respecto a la
distribucidn entre sexo, edad o dieta (Hernandez, 2012). De acuerdo con Overall, (2018) un perro
sucio por excrementos representa una fuente de estrés social y olfativo

j  Apatia o Inactividad /Aburrimiento

El aburrimiento crénico ineludible es una emocién desagradable que puede ser extremadamente
aversiva e incluye niveles de excitacién sub-6ptimos y una motivacion frustrada por experimentar
casi cualquier cosa diferente o mds excitante que los comportamientos y sensaciones en ese
momento posibles (Hetts, 1992). Puede ser causado por privacidon social, monotonia espacial
(entornos estériles) o temporal (tareas repetitivas) y evidenciarse por un aumento de la
somnolencia, descanso insuficiente y conductas de evitacién (Protopopova, 2018). Cuando el animal
no consigue escapar de un estimulo estresor, se encuentra en un estado crénico de apatia y se
puede presentar lo que se conoce como indefensidon o impotencia aprendida. Esta se caracteriza
por una disminucién general en la capacidad de respuesta al entorno (Herron, 2014). Bajo estas
circunstancias, el Unico indicador de un pobre bienestar es que el animal pasa mas tiempo inactivo
(Protopopova et al., 2018).

k Agresividad

El miedo y la frustracién son dos de la razones mds comunes para que un perro muestre
interacciones agresivas (Denham, 2014). Aquellos alojados en instalaciones deficientes suelen
mostrar mas comportamientos de este tipo (Beerda et al., 2000).

| Conductas Orales

Aungue son tipicamente realizadas en un contexto social, pueden considerarse como un signo
comun de inquietud o ansiedad en perros (Protopopova, 2016). Entre las mas comunes estan “lip
licking” o lamido de belfos y lamido de jaula, que se ha relacionado con discomfort térmico
(Protopopova et al., 2018).

e Lip Licking

Parece estar asociado a contextos negativos, como miedo (Stellato et al., 2017), exposicién a ruidos
(Herron et al., 2014), o como respuesta a incertidumbres fisicas y sociales. También puede ser una
respuesta conductual afectiva ante expresiones faciales negativas de otro individuo (perro o
humano) (Albuquerque, 2018).
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1.4.1.2. Indicadores positivos

El estudio de las emociones positivas en los animales es primordial para el avance de la ciencia del
BA (Yeates, 2008). Varios comportamientos han demostrado ser Utiles para dicho fin, entre ellos:

a Descanso

Los perros pasan aproximadamente el 50% de su tiempo durmiendo y el 20% del sueiio total en el
suefio REM (Manteca, 2002). Esta capacidad de descanso esta relacionada con menos conductas
repetitivas, adaptacion al medio ambiente, con un sesgo de juicio positivo y con un incremento en
las conductas afiliativas (Dawkins, 2004). Su utilidad como indicador de bienestar es controvertido,
ya que puede ser que se logre un mejor bienestar descansando y durmiendo o que el descanso y
suefio sean una consecuencia de un mejor bienestar (Farago et al., 2010).

b Interaccidn social

El hecho de que los perros muestren un comportamiento normal para su especie en los sistemas de
confinamiento es un indicador importante de su bienestar (Sandri, et al., 2015). Al ser una especie
altamente social, aumentar el contacto entre ellos los mantiene activos y mejora su calidad de vida.

¢ Juego

A pesar de conllevar un costo en tiempo y energia, el juego tiene beneficios inmediatos y a largo
plazo para los animales que lo realizan. Ha sido identificado como un indicador potencial de un buen
bienestar debido a que desaparece cuando los animales estan bajo desafio fisico y debido a que por
si mismo causa emociones positivas y se desarrollan conductas propias de la especie (Bradshaw,
2015). Posee latendencia a propagarse a otros individuos, lo que puede resultar en una acumulacién
contagiosa de juego en grupo (Protopopova, 2016) y bienestar colectivo.

d “Allo grooming” o aseo compartido
Esta conducta tiene un papel clave en las interacciones denominadas socio-positivas. Su funcién es

tanto de mantenimiento higiénico como social, ya que refuerza los vinculos y reduce la tensién en
grupos de animales (Di Cerbo, et al., 2017b).

e Vocalizacién
Algunas sefiales vocales pueden ser un indicador positivo de BA porque ocurren durante contextos
que se consideran placenteros (como el sexo o el juego), y a que son inhibidos durante situaciones
negativas. Su estudio minucioso puede determinar las diferencias acusticas existentes entre las

vocalizaciones relacionadas con indicadores de bienestar positivo y conductas agonisticas (Herron
et al., 2014).

f  “Paw” o suspension de pata delantera.

Se reporta en perros con restriccidn social crénica o como respuesta individual ante el estrés.
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g “Shaking” o sacudir el cuerpo.

Esta conducta puede ayudar al perro a aliviar la tensién (Pastore et al 2011)

h Persecucion de cola.

Se presenta generalmente cuando el perro estd sobreexcitado o frustrado

1.4.2. Indicadores fisiologicos de BA

La observacion de las conductas para determinar estrés en animales puede llegar a ser una
herramienta muy util, pero también subjetiva. La interpretacién se considera mas completa cuando
se determinan también medidas fisioldgicas. Entre ellas se encuentra la evaluacién de constantes
fisiolégicas como la temperatura (Wells, 2009) y la frecuencia cardiaca y respiratoria (Protopopova,
2016), asi como la determinacion de los niveles de prolactina (Cobb, 2016), oxitocina (Meyer, 2014),
creatinina (Touma, 2005), células de la linea blanca (Roth, 2016), metabolitos reactivos al Oxigeno
(Blackwell, 2010), glucocorticoides (cortisol / corticosterona) y catecolaminas (adrenalina /
noradrenalina) (Glenk et al., 2014). Para esta tesis, se usd6 como indicador fisiolégico de BA la
concentracién de cortisol en pelo.

El cortisol se ha utilizado como uno de los indicadores mas sobresalientes de estrés agudo y crénico
(Mills et al., 2005) y es considerado como un biomarcador representativo, fiable (Rakotoniaina et
al., 2017) y con una gran disponibilidad debido a que es sintetizado por el cerebro, placenta, ovario,
testiculo, Utero, gldndula mamaria y timo de mamiferos (Ito et al., 2005). Sus niveles se incrementan
cuando el animal estd en una situacion estresante (Dawkins, 2004) y en actividades de excitacién
emocional, tales como comer o copular (Mendl et al., 2009).

1.5.Estrategias para mejorar el BA en perros dentro de colectividades

Las intervenciones y estrategias destinadas a mejorar el entorno fisico o social de los animales en
albergues, refugios o laboratorios con el objetivo de evitar o disminuir el estrés, y en general mejorar
su BA son variadas; entre ellas las mas comunes son:

a) Modificacidn de conducta (Demontigny-Bédard, 2018)

b) Manejo y enriquecimiento ambiental (Hubrecht, 1993) (Hall et al., 2015; Protopopova, 2016;
Wells, 2009)

c) Administracién de farmacos psicotrépicos (Hernandez, 1999).

d) Administracion de ansioliticos naturales (feromonas sintéticas (Pageat, 2010), nutracéuticos, (Di
Cerbo, et al., 2017b) entre otros (Taylor, 2007))

El uso de terapias naturales es una tendencia en aumento. En la década de los 90’s se incrementd
cerca del 400% en humanos. Ello motivo a que la OMS (OMS, 2002) publicara pautas para tratar los
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temas asociados con la politica, la seguridad, la eficacia, la calidad, el acceso y el uso racional de la
medicina tradicional, complementaria y alternativa. En la década pasada cerca del 30% de los
duefios de mascotas usaban o consideraban su uso en sus animales y un numero cada vez mayor de
clinicas veterinarias comenzaron a comercializarlos (Boothe, 2004).

Entre las ventajas del uso de ansioliticos naturales sobre los farmacos convencionales pueden
mencionarse los siguientes:

a) Suelen ser menos costosos que los psicofarmacos, especialmente en terapias a largo plazo (como
es el caso de los problemas de comportamiento).

b) Pueden reducir la cantidad de medicamento necesaria para controlar las condiciones de algunas
enfermedades (Schneider, 2013), (Gazzano, 2018).

c) El acceso a ellos es mas sencillo, ya que en algunas regiones no hay productos aprobados para el
tratamiento de condiciones de comportamiento en mascotas (Orlando, 2018).

d) Estd documentado que la administraciéon de algunos medicamentos psicotrépicos puede
ocasionar efectos secundarios adversos como hipotensién, depresién cardiaca, bloqueo
auriculoventricular, fatiga, somnolencia, misofonia, emesis, ataxia, convulsiones, bradicardia, entre
otros (Sinn, 2018). Los productos naturales son consideradas mas seguros y con menos efectos
secundarios indeseables (Michel, 2006). Su prescripcidn no suele estar afectada por el historial
médico del animal (Demontigny-Bédard, 2018).

Por lo anteriormente citado, en esta tesis se analizdé el efecto de dos productos productos
ansioliticos naturales: una feromona apaciguadora sintética (Adaptil® spray) y un nutracéutico
(Adaptil® comprimidos express) en una colectividad de perros.

1.5.1. Feromonas

La palabra feromona proviene del griego “pherein”: transferir o transportar y “hormon”: excitar o
estimular. Las feromonas son una subclase de semioquimicos (sustancias quimicas involucradas en
la comunicacion animal) secretados al exterior por un individuo y recibida por un segundo de la
misma especie, en el cual se desencadena una reaccién especifica, una conducta definitiva o el
desarrollo de un proceso (Wyatt, 2009). En mamiferos son excretadas principalmente por glandulas
especiales de la lana, pelo o piel (como las perineales, sudoriparas o sebdceas) o exteriorizadas
mediante la orina, heces, secreciones vaginales o cervicales y saliva (Archunan, 2018).

Estas sustancias influyen en conductas vitales para el éxito reproductivo y mantenimiento de la
especie (Brennan, 2006; Kekan et al., 2017; Surov, 2016) y se han clasificado de acuerdo a su funcién,
por ejemplo: feromonas sexuales, de alarma, de congregacién, maternales, etc (Wyatt, 2009). Si
bien en mamiferos se han identificado pocas (Frank et al., 2010), éstas ultimas han sido gran objeto
de estudio desde hace poco tiempo a partir de observacidn de interacciones olfatorias entre madres

y crias. Debido al efecto tranquilizador que parecian tener en ellas, se les llama también feromonas
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apaciguadoras. Son secretadas en el surco intermamario de hembras en periparto, y aunque en
condiciones naturales los adultos no estan expuestos a ellas, el desarrollo de analogos comerciales
ha demostrado que se mantiene la misma respuesta de apaciguamiento en ellos (Pageat, 2010).
Dichos analogos no se absorben sistémicamente y no hay toxicidad o efectos secundarios
reportados, por lo que su uso es seguro en animales de cualquier edad solos o en combinacién con
psicofdarmacos u otros medidas preventivas y de manejo en problemas comportamentales
(Landsberg, 2015). Son una herramienta comoda, practica y sencilla tanto para los veterinarios
como para los propietarios que desean ayudar a las mascotas a hacer frente a situaciones sociales
o entornos que puedan generales estrés (Vergara, 2015). Son comercializadas en distintos formatos:
difusor, collar y spray.

1.5.2. Nutracéuticos

Al estar integrados de tal manera a la sociedad en general y al entorno familiar en especifico, la dieta
de los animales de compaiiia es determinada por las tendencias, exigencias y las pautas de consumo
de los humanos (Di Cerbo et al., 2016). Debido a lo anterior, la industria alimentaria especifica para
perros ha experimentado un crecimiento y una diversificacién exponencial, de manera que, desde
hace algunos afios, se ha enfocado en el uso de ingredientes que satisfagan no solo las necesidades
nutricionales bdsicas para la salud sino también las llamadas "necesidades de comportamiento”
(Manteca, 2011) que mejoren las habilidades cognitivas o eviten su deterioro (Deng, 2014). Estos
ingredientes forman parte de los alimentos denominados “funcionales”.

En un alimento funcional hay un valor nutracéutico que se refiere a aquellos componentes
conocidos 0 no, a los que se atribuyen las funciones de mantenimiento y potenciacién de la salud
(Luengo, 2007). En el mercado para mascotas se comercializan alimentos con uno o varios
nutracéuticos afadidos, pero también se pueden encontrar nutracéuticos en capsulas o
comprimidos. Entre los muchos componentes nutracéuticos existentes (Gruenwald, 2000) los
siguientes han sido estudiados en perros:

e Alfa-casozepina (Beata et al., 2007).

e Probidticos (Strompfova, 2017) (McCarville et al., 2016) (Santini, 2017). (Vilson et al., 2018)
(Redfern, 2017).

e Antioxidantes. (Buddhachat, 2017), (Norton, 2016), (Buddhachat et al., 2017) (Laflamme,
2012) (Head, 2008).

e Inositol (Case, 2011).

e Triptofano(Di Cerbo, et al., 2017b; Vicinanza, 2013)

e L-Teanina (Di Cerbo, et al., 2017b),(Cicero, 2018),(Araujo et al., 2010)

e GABA Acido gamma-aminobutirico (Argielles, 2017),(Cicero, 2018)

e Vitaminas del complejo B (Cicero, 2018),(Case et al., 2011)
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El uso de estos nutrientes puede ser Util en la salud de los perros (Destefais et al., 2017), (Overall ,
2005) ((Sechi et al., 2017) (Manteca, 2011) (Roudebush, 2008) (Di Cerbo, et al., 2017a). Y su manejo
ha sido muy bien aceptado por los propietarios (Vicinanza, 2013) (Demontigny-Bédard, 2018) Por
ello, la realizacion de esta tesis pretende colaborar en el estudio de un comprimido comercial
(Adaptil express®) con multiples nutracéuticos (L-triptéfano, L-teanina, GABA, vitaminas e inositol)
y su efecto ansiolitico en perros que viven dentro de un colectivo.
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Il. OBJETIVO

El principal objetivo de este trabajo es evaluar si la feromona apaciguadora sintética (Adaptil® spray
y el comprimido nutraceutico (Adaptil® express) mejoran el bienestar de perros en un colectivo.

Lo anterior se estimara mediante un indicador fisioldgico de estrés cronico (cortisol en pelo) y uno
comportamental (etograma).

1. HIPOTESIS

El uso de Adaptil® spray y Adaptil” comprimidos express reducird los parametros fisioldgicos y
conductuales asociados a estrés crénico en un colectivo de perros.
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. RESUMEN

Generalmente los perros que viven en colectivos dentro de refugios, instalaciones de investigacion
o criaderos se enfrentan a condiciones de vida subdptimas que comprometen su bienestar. Son
multiples los factores que contribuyen para que estos animales experimenten estrés crénico. Las
estrategias que se pueden llevar a cabo en dichos sitios para evitar o reducir el impacto de estos
factores en la salud fisica y emocional de sus habitantes, reducir sus niveles de estrés y mejorar en
general su calidad de vida. Entre ellos: modificacidn conductual, administracidon de psicofarmacos,
administraciéon de ansioliticos naturales (como feromonas, nutracéuticos y otros), etc. Una forma
de evaluar la necesidad y eficacia de dichas estrategias es mediante indicadores fisioldgicos y
conductuales. En este estudio se usd un indicador conductual (etograma) y uno fisioldgico
(determinacién de la concentracion de cortisol en pelo) para evaluar la eficacia de una feromona
apaciguadora canina (Adaptil® spray) usada como estrategia para mejorar su bienestar. Los
resultados obtenidos mostraron diferencias significativas en varias conductas previamente
relacionadas con estrés crénico: pacing (P<0.0001), standing in rear legs (P= 0.02), ladridos (P=0.014)
y vocalizaciones en general (P<0.0001). Y un aumento en conductas asociadas a un buen bienestar
como interacciones (P=0.007) y juego con otro perro (P=0.03) o con juguete (P<0.0001). También se
observé en la concentracion de cortisol en pelo una diferencia entre la fase control y la fase con
feromona (P<0.0068). Los niveles de este glucocorticoide fueron mas elevadas durante la aplicacion
del producto estudiado. Lo anterior sugiere que el uso de Adaptil® spray puede ser una herramienta
util para reducir conductas asociadas a estrés crénico e incrementar aquellas relacionadas a estados
emocionales positivos. Su uso es recomendable en combinacién con otras estrategias como
enriquecimiento ambiental o interaccidn rutinaria con humanos para que el bienestar de los perros
en colectivos se vea realmente favorecido.
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II. INTRODUCCION

Aungue exista una gran variacién individual (Protopopova, 2016), los perros que se encuentran en
albergues, centros de acogida, instalaciones de investigacion o laboratorios con frecuencia viven en
condiciones subéptimas (Hubrecht, 1993) (Beerda et al., 1999a) y pueden ver con mayor frecuencia
comprometido su bienestar. En estos recintos pueden presentarse factores que evitan o restringen
su movilidad, interaccién social y capacidad de previsibilidad o control sobre los eventos que
ocurren dentro y fuera. Factores que puede provocarles estrés cronico (Cafazzo et al., 2014);
(Scullion, 2017).

El estrés crénico causa efectos detrimentales sobre los aspectos fisicos (Hennessy, 2013); (Cafazzo
etal., 2014)), comportamentales y cognitivos de los animales (Beerda, 1997). La implementacion de
medidas encaminadas a cuantificar el nivel de estrés (agudo o crdnico) por el que atraviesa un
organismo han sido una herramienta util para aminorar o controlar tales efectos negativos. Algunas
de las estrategias usadas en perros para este Ultimo fin son: enriquecimiento ambiental,
modificacion conductual, fdrmacos psicotrdpicos y ansioliticos naturales, entre ellos las feromonas.

Especificamente en caninos, la feromonaterapia es un drea prometedora en cuanto a la prevencion
y manejo de problemas comportamentales relacionados a estrés, ansiedad o miedo de una manera
considerada natural y segura (Pageat, 2010); (Siracusa et al., 2010) ya sea usandolas de manera
aislada o en combinacién con otras herramientas.

2.1.¢Qué son las Feromonas?

Hace mas de 50 afios (Karlson, 1959), las feromonas se definieron como una “sustancia secretada al
exterior por un individuo y recibida por un segundo de la misma especie, en el cual se desencadena
una reaccion especifica, una conducta definitiva o el desarrollo de un proceso” (Wyatt, 2009). Los
animales se valen de ellas para actividades como evitacién de depredadores, marcaje de territorio,
atrayente o estimulante sexual, en la orientacién de grupos, para facilitar o estimular el
reconocimiento y dependencia padres-crias o como un indicador de la identidad individual
(jerarquia, edad, estado de salud), etc. Todas ellas conductas de influencia vital para el éxito
reproductivo y mantenimiento de una especie (Brennan, 2006; Roberts et al., 2010; Rodriguez,
2004; Surov, 2016)

2.2.Produccion y Deteccidon de Feromonas en Mamiferos.

Los carnivoros son considerados como el grupo animal que tiene la mas amplia variedad de
glandulas secretoras de feromonas. En perros existen seis areas principales de produccién: el area
facial, el complejo pedal, el complejo perianal, el complejo genital y el complejo mamario (Pageat,
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2010). Los semioquimicos se secretan por glandulas especiales de la lana, el pelo o de la piel o se
exteriorizan con la orina, heces, secreciones vaginales y saliva (Archunan, 2018).

La deteccién de feromonas es compleja. Los vertebrados superiores cuentan con drganos olfativos
altamente organizados y complejos constituido principalmente por dos regiones: el epitelio
olfatorio principal (MOE) y el 6rgano vomeronasal (OVN) (Figura 1).

La percepcion de los olores en los mamiferos sucede de manera espontanea; ya que durante la
respiracion, parte del aire inhalado (hasta 30% en algunas especies) es desviado hacia la mucosa
olfatoria para percibir los olores. Sin embargo, la captacién de las feromonas requiere Ia
estimulaciéon y apertura del OVN
(que no es accesible durante la
respiracion normal) y se lleva a cabo
durante la conducta conocida como
“flemen” (Liberles, 2014). Durante
e esta conducta se contrae el musculo

Nesal cavity elevador labii maxillaris con la boca

Incisive canal

semiabierta, o en el caso de los

Incisive duct

perros, con movimientos rapidos de

la lengua contra la papila incisiva
Figura 1. Situacion anatémica del OVN en el perro (CO nocidos como ”tonguing”)

(Fuente: Mills,2005)
(Pageat, 2010).

2.3.Tipos de Feromonas.

Una de las formas de clasificar las feromonas es de acuerdo a su naturaleza o funcidn (Wyatt, 2014).
De tal manera que hay: feromonas sexuales (Surov, 2016), territoriales (Pageat, 2010), de alarma
(Voznessenskaya, 2014) (Fendt, 2006), de congregacion (Patel, 2014) (Kekan et al., 2017),
maternas/apaciguadoras (Denenberg, 2008; Kim et al., 2010; Mcglone et al., n.d.; Pageat, 2001),
etc.

El complejo mamario fue descubierto hace relativamente pocos afios. La identificaciéon y el
aislamiento de sus feromonas sucedid inicialmente en una cerda y poco después en perras, yeguas,
vacas, y ovejas. (Pageat, 2001). Se secretan 3-4 dias después del parto por las glandulas sebaceas
presentes en el surco las cadenas mamarias y persisten 2 a 5 dias después del destete. Su estructura
guimica consiste en tres acidos grasos: acido oleico, acido palmitico y acido linoleico (comunes en
las especies estudiadas), mas cuatro especificas en la perra: acido miristico, acido laurico, acido
pentadecanoico y acido estedrico (Pierotti, 2016).
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2.4.Feromonas Sintéticas.

La sintesis correcta y precisa de las moléculas de las feromonas puede llegar a ser mds compleja 'y
complicada que su identificacion (Wyatt, 2009). A pesar de ello, Pageat y colaboradores crearon un
analogo estructural que reproduce las propiedades calmantes de las las feromonas apaciguadoras
de tres especies de mamiferos domésticos: el cerdo, el caballo y el perro.

Aungue en condiciones naturales los adultos no estan expuestos a estas sustancias, el uso de estos
analogos sintéticos han reportado efectos en conductas relacionadas a estrés, ansiedad, miedo y
agresion (Frank, 2010). En perros se comercializan bajo el nombre de feromona de apaciguamiento
canina (DAP, por sus siglas en inglés) y estan disponibles en 3 formatos: difusor eléctrico, collar
impregnado y spray.

Para determinar la eficacia de su uso, ha sido necesario el uso de indicadores practicos, objetivos,
fiables y replicables. Debido a que en los perros que viven en grupos suelen presentarse
comportamientos y cambios inmunolégicos u hormonales correlacionados con estrés crénico
(Pageat, 2010), esta investigacion pretende analizar los efectos que tiene una feromona
apaciguadora sintética mediante el uso de un indicador fisioldgico y uno comportamental.
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IIl. MATERIAL Y METODOS

3.1.Instalaciones

La Granja de investigacién estd ubicada en la Facultad de Veterinaria (FV) de la Universidad
Autonoma de Barcelona (Figura 3). La instalacidn en la que se encuentran los perros es un edificio
de 24 perreras en las que se alojan de manera individual o en pareja 30 perros de raza Beagle. En el
centro de las dichas perreras, se ubican dos patios exteriores de 90 m? para el ejercicio y recreo de
los animales al que acceden una vez por dia.

Cada jaula, de 4m?estd equipada con una plataforma elevada, un bebedero automético y un juguete
especifico para perros. El piso es de concreto sin material de cama. El material de las paredes es
cemento combinado con reja de acero inoxidable que permite la visualizacidon de los perros al
exterior y entre congéneres vecinos (Fig. 2)

Las condiciones ambientales de temperatura se mantienen relativamente constantes (222C) y la
ventilacion es controlada o v

Fuente: Google (s.f.

Figura 3. Instalaciones de la Granja de la FV

3.2.Animales.

Para este estudio se trabajo con 8 perros de raza Beagle (4 machos y 4 hembras) pertenecientes a
la Granja de la FV de la UAB e identificados con tarjeta de datos en la puerta del recinto y chip
intradérmico (Cuadro 1).
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Nombre Sexo EZ:)E:‘(;ZUC'ENO E:\z?r:iento Fecha de alta f:r“?:s) Peso (kg)
Aleta h fértil 2008 11/9/2015 9 11.02
Blanca h fértil 11/24/2011 2/8/2013 6 16.06
Crossa h fértil 6/26/2011 11/24/2015 6 9.56
Dandy m fértil 10/21/2014 11/18/2015 3 18.06
Fosca h fertil 7/24/2007 4/10/2013 10 9.92
Negritu m fértil 5/12/2008 4/10/2013 9 10.18
Pigat m fertil 4/14/2008 4/10/2013 9 11.20
Pirata m fértil 2007 n/d 10 12.96

Cuadro 1. Datos de los perros que participaron en el estudio

3.2.1. Criterios de inclusidn y exclusion

Se eligieron animales clinicamente sanos, que al momento del estudio no estuviera bajo tratamiento
farmacoldgico cuya interaccidon pudiera ser motivo de sesgo (psicofarmacos), y que durante el
mismo no fueran usados para ningun otro experimento que involucrara estrés y/o dolor. No se
tomaron en cuenta edad, sexo o peso como factores de exclusion.

3.3.Manejo

No se realizaron cambios en la rutina habitual de los perros. Eran alimentados con pienso una vez
al dia (9 am) y el agua provista ad libitum. La salida al patio de ejercicio se realizaba una vez al dia.

3.4.Test de Acercamiento

Se realizd con el objetivo de conocer la actitud que los ocho perros del estudio mostraban hacia una
persona desconocida y evaluar si dicha actitud diferia en presencia y ausencia de Adaptil® spray. El
procedimiento se realizd de la siguiente manera:

a) Una persona desconocida caminaba en direccion lineal, de manera suave y lenta, con la mirada
en el piso, desde la puerta de entrada de la perrera hasta posarse frente a la puerta del canil.

b) Una vez ahi esperaba 3 segundos y giraba su cuerpo (90° a la derecha) hasta quedar de frente
hacia la jaula/perro manteniendo la vista en el piso.

c) En ese sitio esperaba 3 segundos mds y se posaba en la sefial “X” marcada en el piso (a un paso
de la jaula aproximadamente).

d) Alllegar ala “X” miraba hacia el perro y acercaba la mano hasta casi tocar la parte de la jaula
gue quedaba al nivel de su cintura.
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e) Acto seguido se ponia en cuclillas de manera lateral a la jaula (90° a la derecha) sin mirar al
animal y permanecia en dicha posicion 5 segundos.

f) Acto seguido, el voluntario se ponia de pie y se dirigia hacia la puerta de salida, en silencio y de
manera tranquila.

g) El procedimiento se repitié 1 vez por jaula y animal con personas diferentes.

Los resultados del test se expresaron de la siguiente manera:

Valor Comportamiento ante el desconocido

0 el perro permanecio indiferente al extrafio o lo ignoré

1 el perro se mostré amistoso, tranquilo y sociable con el extrafio

2 el perro presentd posturas corporales baja, de evasidon s o signos asociados a miedo
3 el perro dio indicios de agresividad hacia el extrafio.

Cuadro 2. Valores para el Test de Acercamiento

3.5.Diseio del Experimento

El periodo de estudio se dividié en dos intervalos de tiempo: Etapa control (T1), correspondiente al

intervalo de tiempo entre el dia 0 - 28, Etapa o fase de Tratamiento (T2) correspondiente al tiempo
entre el dia 30 - 45 (Cuadro 3) (Figura 4).

Dia Tratamiento
T1 o Etapa Control
do Test de acercamiento
Videograbacion de los 8 individuos
do-d15 Revision de los videos y registro de las conductas efectuadas por los 8 perros.
d28 Toma de muestra de pelo para la determinacién de [CP] en drea rasurada el dia 0.
T2 o Etapa Tratamiento
Videograbacion de los 8 individuos
d30 - d45 Revision de los videos y registro de las conductas efectuadas por los 8 perros.
Aplicacién de Adaptil spray.
Toma de muestra de pelo para la determinacién de [CP] en drea rasurada el dia 0
d52 Test de acercamiento

Cuadro 3 Descripcion del modelo experimental
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Approach test Approach test

Rasurado Muestrafe®Pelo Muestra@e®Pelo

m Dia28E T2
Dia®E Dia2

\ J \ J

Control

|

Videograbacion
Registro@le®onductas@nEtograma
Figura 4. Disefio del Experimento

3.6.0bservacion de Conducta

Las conductas individuales e intraespecificas realizadas por los 8 animales del estudio fueron
observadas en el edificio anexo a las perreras mediante la instalacién de un circuito cerrado
previamente instalado y registradas con el uso de un etograma (Cuadro 4). Se usé la técnica de
muestreo focal y continda. Los canes fueron observados por un total de 225 minutos distribuidos
en tres semanas por tratamiento.

Las conductas fueron agrupadas en siete categorias: Postura, Social, Oral, Repetitivas, Destructivas,
Acicalamiento y Vocalizaciones. Cada una de ellas con dos o mas subcategorias (Cuadro 5).

SUJETO: | Tratamiento: # Semana:

Dia Mes, Ano

BEHAVIORS

Posture Social Oral Repetitive Destructive Groom Vocalization

Remarks

Other
TIME

ST| SRS |L E(H|LP |T|PD|IT|AG|LL|Y|[C|[D|PA|[CC|B| J]|D/S|[C]|LC |SG |OG BK | G| CY

TOTAL

Cuadro 4. Etograma
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CATEGORIA CLAVE | CONDUCTA DESCRIPCION
ST Stand Todas las extremidades en contacto con el suelo
SR Stand Rear legs Extremidades delanteras apoyadas sobre la pared o reja
S it Grupa apoyada en el suelo y extremidades anteriores extendidas con los cojinetes apoyados
en el suelo
L La El perro permanece inactivo, acostado lateral, dorsal o ventralmente, calmado y puede tener
POSTURE ¥ o no los ojos cerrados.
E Explore El perro camina de un punto a otro, olfatea e investiga el recinto
H Hide El perro se posiciona debajo de la plataforma ubicada en el recinto, de manera tal que parte
del cuerpo o su totalidad permanece oculto a la cdmara
Lp Low Postures El perro muestra signos y posturas que estan relacionadas con el miedo (orejas hacia atras,
cola que cuelga baja o pegada entre las piernas, contacto visual indirecto, etc)
. El perro interactla con los juguetes proporcionados. Incluye mordiscos, sacudidas o cualquier
T Play with Toy P , L. Jug prop y q
manipulacion.
PD Play with Dog El perro mantiene una interaccidn Iudica positiva con el compaiiero de jaula o el perro vecino
. El perro mantiene contacto hacia el companfiero de la jaula o el vecino. Se toman en cuenta
SOCIAL IT Interaction p' . . . P .. J
lamidos, miradas sostenidas, y cualquier contacto fisico buscado
El perro puede mostrar la cola en posicion baja o entre las piernas, el cuerpo rigido, pelos
AG Agressive erizados, orejas erguidas, pupilas dilatadas y mirada fija, hocico tenso, nariz arrugada, dientes
expuestos con belfos elevados)
S El perro pasa la lengua repetidamente sobre su morro. No se toma en cuenta si el perro bebid
LL Lip Licking .
agua o bostezo antes de realizar la conducta.
ORAL
Y Yawn Bostezo
C Coprofagia El perro ha sido sorprendido lamiendo o ingiriendo las heces propias o del compaiiero
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D Drink Beber agua o simular hacerlo
PA Pacin Movimiento continuo de ida y vuelta entre los limites de la jaula o caminar en una ruta fija
& (generalmente a lo largo de una pared)
CcC Circling El perro se mueve en un circulo repetitivo, no variado, alrededor de la jaula
REPETITIVE B Bounce El perro salta repetitivamente delante de la valla o la pared manteniendo los miembros
posteriores en el suelo
Salta al aire, ya sea para hacer contacto con un objeto o sin ningin motivo aparente. Las patas
J Jump . .
traseras deben de haber estado separadas del piso aunque sea por un breve instante
DS Dig/Scratch El perro araia el suelo o su plataforma con las patas delanteras en un movimiento de
DESTRUCTIVE & excavacion de manera repetida. No se toma en cuenta si el animal lo hace previo a echarse
LC Lick Cage El perro mastica la cerca, la cama o la plataforma de manera repetitiva
Conductas dirigidas hacia el propio cuerpo del perro; por ejemplo, rascarse o lamerse la piel o
SG Self Groom 8 prop po cel perro; por ejemp P
GROOM el pelo
0G Other Groom El perro mastica o lame la piel o pelo del compafiero de jaula o vecino
BK Bark Vocalizacién abrupta cuya frecuencia es captada por los micréfonos
VOCALIZATION G Growl Vocalizacién poco estridente, ronca y generalmente de tono bajo
CcYy Cry Vocalizaciones repetidas, relativamente breves y de tono variable

OTHER

Otras conductas

Conductas no presentes en las anteriores categorias (eliminacién, Shaking, paw etc)

Cuadro 5. Descripcion de los pardmetros comportamentales
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3.7.Aplicacion de la Feromona Sintética

La feromona sintética Adaptil” en la presentacién de spray fue aplicada siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Esta presentacién se eligid sobre el collar debido a que los perros
de este estudio no estan acostumbrados al uso de ningun tipo de collar y podria generarles
incomodidad o implicar la posibilidad de ser mordido y/o retirado por algtin congénere. El uso del
difusor no se planteé como opcidn debido a la superficie total de las instalacion, la ubicacién poco
apropiada de enchufes en relacion a ella, y las posibles corrientes de aire que pudieran haber al abrir
puertas o ventanas.

La misma cantidad de aspersiones fue aplicada en cada canilla (8-10 pulverizaciones en cada
aplicacion). Debido a que el efecto es inmediato y persiste 4-5 horas, la aplicacion se repitié cada
dia del T2 aproximadamente a la misma hora.

3.8.Toma de Muestra y Determinacion de Concentracion de Cortisol en Pelo

La determinacion de las [C] es uno los indicadores mas usados para determinar estrés (Stellato,
2017). Una razén de ello es su disponibilidad en un gran numero de matrices bioldgicas, entre ellas:
el pelo (Beerda, 1996; Hennessy, 2013). Fuente elegida en este estudio debido a su utilidad en medir
estrés cronico.

Antes de iniciar cada uno de los experimentos, se eligié una zona del ¥ ‘

cuerpo de los perros en la que primara un sélo color, en este caso el @ -
blanco. Se opté por el drea ventral del cuello (Fig 5), entre las claviculas. .

Dicha area fue depilada con cortadora de pelo eléctrica al inicio del

estudio (d0), tal como sugiere (Davenport, 2006). Se conoce que con el
rasurado, y no con el corte, se producen las condiciones dptimas para
la incorporacién de esteroides mediante la estimulacién del
crecimiento de pelo nuevo y no se dejan fuera milimetros de pelo,
importantes para un conteo correcto de las [C] (Baciu, 2015). En todo

momento evitd lesionar la piel o arrancar foliculos pilosos. Las

)

. . Figura 5. Zona elegida para la
en el mismo parche de piel. muestra de CP

muestras recogidas el d28 y d45 fueron del pelo de que volvio a crecer

Cada muestra capilar pesaba alrededor de 5 g y se almacend en sobres
de papel marrén en un lugar seco, a temperatura ambiente y sin luz
directa hasta su analisis.

La [CP] fue determinada por la técnica ELISA en el Departamento de Ciencia Animal y de los
Alimentos de la UAB mediante el protocolo descrito por (Tallo-Parra, 2015) (Anexo A).
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3.8.1. Analisis Estadistico

Todos las pruebas se realizaron en el programa estadistico “Statistical Analysis System” (SAS® 9.2.
Institute Inc., Cary, NC). Los datos fueron analizados mediante la prueba de Chi cuadrada y se
representan como media +SEM, considerando significativo un valor de p<0.05.
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3.9.RESULTADOS

3.9.1. Test de acercamiento

Durante el desarrollo de esta prueba, no hubo diferencias entre los dos tratamientos. Los ocho

perros mostraron la misma reaccién en la etapa control y en la etapa de administraciéon del

nutracéutico. Con excepcion de los Beagles 3 y 6 que mostraron temor ante la presencia del extrano,

los demads mostraron interés por el mismo (Cuadro 6).

Clave y nombre de Perro

T1

T2

(B1) Negritu
(B2) Pigat
(B3) Pirata
(B4) Dandy
(B5) Fosca
(B6) Blanca
(B7) Crossa
(B8) Aleta

1

R R N R RN

1
1
2
1
1
2
1

1

Cuadro 6. Reaccion de los perros ante la presencia de un desconocido

3.9.2. Efectos en la conducta

No se apreciaron diferencias significativas en las categorias referentes a conductas orales (P=0.12),
destructivas (P=0.64) o de acicalamiento (P=0.06) entre tratamientos. Algunos comportamientos

(posturas asociadas a miedo, gruiidos y destruccién o mordedura de jaula) se presentaron en

niveles de frecuencia y variacion muy bajos (ocurrencia promedio<l) para que los analisis

estadisticos fuera lo suficientemente robustos a niveles tan bajos.

La exposicion a AS causé un efecto significativo en las categorias Postura, Social, Repetitivas y

Vocalizaciones. Especificamente, hubo una disminucién en las medias en postura de parado sobre
las patas traseras o standing rear (P<0.02), pacing (P<0.0001), ladridos (P<0.014) y vocalizaciones
en general (P<0.0001). A la vez, se incrementaron la interaccién entre individuos (P<0.007) y
conductas de juego con perro (P=0.03) o juguete (P<0.0001) (Cuadro 7) (Figuras 6y 7).

Conducta P-valor Media control SD Media spray SD

post_st 0.57 3.2 2.927 2.983 2.547
post_sr 0.02 * 2.617 4.983 1.742 3.35
post_s 1 1.85 2.187 1.850 2.028
post_| 0.51 3.058 1.190 3.167 1.225
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post_e 0.14 2.925 4.429 2.408 2.803
post_h 0.59 0.183 0.565 0.242 0.756
post_Ip nvs 0.025 0.157 0 0

posture 0.24 13.858 11.705 12.392 8.2247
soc_pt <0.0001* 0.05 0.254 0.175 0.723
soc_pd 0.03* 0.15 0.682 0.25 1.132
soc_it 0.007* 1.267 1.684 1.925 3.256
soc_ag 0.33 0.0167 0.129 0.008 0.091
social 0.8 2.542 9.308 2.358 4.260
oral_ll 0.49 0.408 0.845 0.508 1.053
oral_y 0.24 0.283 0.735 0.192 0.507
oral_c 1 0.017 0.183 0.017 0.129
oral_d 0.21 0.308 0.591 0.225 0.476
oral 0.12 1.417 3.564 0.942 1.386
rep_pa <0.0001* 0.192 0.802 0.025 0.157
rep_cc 0.87 0.325 1.055 0.359 1.044
rep_b 0.63 0.367 1.289 0.4 1.682
rep_j 0.92 0.508 1.918 0.475 3.241
repetitive 0.81 1.392 3.816 1.258 4.697
des_ds 0.16 0.108 0.362 0.208 0.755
des_cw nvs 0.008 0.091 0 0

des_lc 0.54 0.117 0.414 0.075 0.370
destructive 0.64 0.383 1.427 0.283 0.862
groom_sg 0.48 0.8 1.066 1.133 1.419
goom_og 0.43 0.167 0.726 0.067 0.645
groom 0.06 1.467 4.044 1.2 1.678
voc_bk 0.014* 1.092 2.517 0.45 1.122
voC_§g nvs 0.117 0.624 0 0

voc_cy 0.25 0.125 0.495 0.058 0.416
vocalization ~ <0.0001* 1.809 4.736 0.508 1.174

Cuadro 7. Resultados de la observacion comportamental

(Para descripcion de las categorias referirse al etograma en la pdgina No. _) nsv: no hay valores suficientes. Los efectos significativos se
encuentran resaltados en negritas
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Diferencia en la media de comportamientos entre Tratamientos

3
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Conductas

Figura 7. Conductas con diferencia significativa entre tratamientos



3.9.3. Determinacion de la concentracion de Cortisol en Pelo

Los niveles de C tomadas del pelo muestreado el d28 (T1) y d45 (T2) del estudio e se muestran en el
Cuadro 8, junto con la media, minima, maxima, error estandar y desviacion estandar para todos los perros
(pg de cortisol/mg de pelo). La [CP] en este estudio fue diferente entre tratamientos (P<0.0068) Siendo

mayor en la etapa con feromona (Figura 8).

Tratamiento | Pr>F Media [Cp] Min Max SD SE

T1 Control 6.195 5.353 7.137 0.614 0.217
0.0068*

T2 AS 8.088 6.160 11.245 1.684 0.595

Cuadro 8. Concentracion de cortisol en pelo con y sin Adaptil spray

Concentracion Media de Cortisol entre Tratamientos

pg/mg de pelo

QO B N W R 3 00D

T1 Control

Tratamiento

Figura 8. Concentracidn de cortisol en Pelo con y sin Feromona

T2 Adapil spray
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IV. DISCUSION

Existen cerca de 20 estudios publicados usando la feromona sintética Adaptil. Sin embargo, al
conocimiento de la autora, no hay alguno a la fecha que haya evaluado AS mediante un indicador
comportamental y la concentracion de CP de perros en un colectivo.

4.1.Diseino

La mayoria de los estudios realizados con DAP han reportado el uso de su presentacién en difusor (Levine,
2008), (Tod, 2005), (Mills, 2006), (Mills et al., 2006), (Osella, 2015), (Soares, 2012), (K. Taylor,2007)
(Gaultier, 2005), (Sheppard, 2003), (Kim et al., 2010) o collar (Gandia, 2006), (Broach, 2016), (Sherman,
2008), (Landsberg et al., 2015), (Grigg, 2015), (Gaultier, 2009), (Dehasse, 2005, Gaultier et al., 2008) y (Ley,
2010), y sélo dos de ellos el spray (Hermiston, 2018), (Siracusa et al., 2010) .

Para la realizacién de esta tesis, elegimos AS debido a su practicidad y aplicacidn: es portatil, se puede
aplicar sobre cualquier superficie (ropa del cuidador, drea de descanso, zona segura, jaula) y su efecto es
casi inmediato. El collar no se eligié para este estudio debido a la posibilidad de ser mordido e incluso
ingerido por el mismo u otro perro del colectivo. Ademas, hay factores que pueden alterar su efecto
(bafios, temperatura, suciedad), la relacién costo/numero de perros es mas alta y el efecto podria tomar
mads tiempo en ser observado. Aunque el difusor permite una aplicacidn continua y duradera sobre un
area mas grande, su uso no es posible en dreas en las que no hay enchufes, o impréctica cuando su
ubicacién no es la ideal (como en nuestro caso), o cuando no existe electricidad. Ademas Beaver, (2009)
documenta que en domicilios donde se ha usado, los particulares reportan que sus perros prefieren
descansar en proximidad del difusor, otros son neutrales a su presencia y unos ultimos se agitan
aparentemente por el producto.

Para determinar exclusivamente el efecto del analogo de la feromona apaciguadora, en nuestro estudio
no se uso ninguna otra intervencidon o cambio en el manejo rutinario que pudieran sesgar su evaluacion.
Otros estudios, han usado a la vez técnicas de EA (Sherman, 2008), desensibilizacién y contra-
condicionamiento (Levine, 2008) y otras técnicas de modificacion de comportamiento (Gaultier et al.,
2005) por lo que los resultados no pueden ser exclusivamente atribuidos al Adaptil. De la misma forma
que Hermiston et al., (2018) y contrario a lo concebido por Mills et al., (2006), Taylor (2007) y Denenberg
(2008) no usamos tratamiento placebo en la fase control y el investigador conocia el tratamiento en cada
momento. Lo primero pudo tener repercusion en las concentraciones de CP, como se explicara en el
segmento correspondiente.

En contraste a otros estudios (Levine, 2008), (Demontigny-Bédard, 2018), (Rooney, 2009) los perros del
nuestro pertenecen a una institucidon educativa y no a particulares, lo cual evitd desertaciones. Algunos
estudios han contado con la participacién de los propietarios para determinar el efecto de la DAP (Gaultier
et al., 2005), (Gandia, 2006), (K. Taylor, 2007), (Haverbeke, 2015), (Levine, 2008) o Ley (2010). Esta
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colaboracién puede tener la ventaja de que estos puedan reconocer conductas “anormales” en la
mascota, ya que conocen su comportamiento rutinario. Pero, su percepcién es diferente a la de un
profesional (Mills et al., 2006) o pueden inducir involuntariamente un sesgo por inconsistencias en el
manejo y el uso de refuerzo positivo o punitivo sobre conductas del animal (Beerda et al., 1997). Incluso
las expectativas que tengan sobre el tratamiento pueden llegar a afectar los resultados (Dehasse, 2005).
Para esta tesis la aplicacion del etograma, la aplicacion diaria de AS y el muestreo de pelo fueron realizadas
solamente por la investigadora y esporddicamente con el apoyo de otra mujer, debido a que los perros
son capaces de discriminar el género y moldear el comportamiento en consecuencia (Stellato et al., 2017).
Debido a la importancia que el contacto con humanos puede tener para los canes (Mendl, 2009) y que la
sola presencia de una persona puede afectar su fisiologia (Dawkins, 2004) la interaccion con ellos fue la
minima necesaria durante el estudio.

En este mismo tenor, autores han realizado el registro de las conductas de manera presencial (Held, 2011)
y en el momento que son realizadas. Gracias a una prueba piloto en las instalaciones de nuestro estudio,
fue posible observar que la presencia del investigador provocaba o inhibia comportamientos en los sujetos
experimentales. Esto sucedié con independencia del tiempo de su permanencia en el recinto o de una
barrera visual. Por esto, para el disefio de esta investigacion (tal como lo hicieron Mills et al., (en 2006),
se instald un circuito cerrado para videograbar y analizar detalladamente el comportamiento de los
Beagles. En ocasiones hubo conductas repetitivas (por ejemplo, saltos o cambios de postura) que
ocurrieron de una manera tan consecutiva y rapida que sin las videograbaciones hubieran sido imposibles
de cuantificar.

Los andlogos comerciales de la DAP han sido estudiados en animales de todas las edades y en varios
entornos. Por ejemplo centros de entrenamiento (Dehasse, 2005), instalaciones veterinarias (Siracusa et
al., 2010) (Mills et al., 2005) , en refugios o colectivos (Tod et al., 2005) (Osella et al., 2015) estéticas
(Soares et al., 2012) hogares (Taylor, 2007) durante transporte (Denenberg, 2008), y sélo uno de ellos con
perros viviendo en un colectivo de docencia universitario (Grigg, 2015).

4.2.Test de acercamiento

Ante la exposicidn de AS, los perros de este estudio no presentaron diferencias de comportamiento ante
la presencia y acercamiento de un desconocido. Al ser instalaciones de investigacion universitaria, esto
pudo deberse a que los perros estan habituados a ver distintas personas con una frecuencia considerable.
Con perros de albergue y usando el mismo producto Hermiston et al., (2018) tampoco observaron
diferencias conductuales significativas ante la presencia de un perro desconocido paseado por
investigado. Y, aunque Tod et al., (2005) tampoco encontraron este efecto en perros ante persona
desconocida, si observo que la frecuencia de ladridos disminuyd ante un desconocido “amable”. Gaultier
et al., (2005) observaron diferencias significativas entre perros usando Adaptil collar y su grupo control
ante personas desconocidas a partir del dia 15 de uso.
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4.3.0bservacion de la Conducta

Las condiciones de vivienda deficientes, el ruido, el espacio reducido, la restriccion social, la incapacidad
de controlar el ambiente y las situaciones son algunos de los factores que ocasionan estrés crénico y
ansiedad en los perros viviendo en colectivos (Yeates, 2008) (Owczarczak-Garstecka, 2016).

Las conductas asociadas a estos estados, han tratado de ser registradas en varios de los estudios
mencionados usando en analogo de la feromona apaciguadora. El rango de tiempo durante el cual los
perros han sido observados para registrar su comportamiento varia enormemente entre estudios (desde
10 segundos (Hermiston et al., 2018) hasta 1 afio (Levine, 2008)). Por lo que en los resultados
probablemente se reflejen estas diferencias metodoldgicas.

Los Beagles en nuestro estudio pasaban gran cantidad del tiempo de observacién recostados o
durmiendo, pero no hubo diferencia en su frecuencia entre tratamientos. (Dehasse, 2005) observé una
mejora en la calidad del suefio nocturno usando DAP collar, sin embargo, aunque esta conducta fue
observada algunos dias por la investigadora, no fue considerada para su evaluacion.

Durante los periodos de grabacion, la conducta mas repetida por los perros fue el cambio de postura. Con
excepcion de una disminucidn significativa en la postura de “standing rear” no se observé efecto entre
tratamientos en el resto de la categoria. Algunos autores han manifestado que los perros estresados
(Scalia, 2017; Travain et al., 2015) alojados en jaulas austeras (Kovacs, 2016; Rault, 2017) o en aislamiento
social (Cafazzo et al., 2014) (Wells, 1992) presentan mas actividades motoras (Boissy et al., 2007). Sin
embargo Part et al., (2014), Gaines (2008) y Siracusa et al., (2010) observaron este aumento de actividad
en perros alojados grupalmente con independencia del tamafio de la jaula, Sandri (2015) no encontré
diferencias entre perros agrupados o aislados y Rooney et al., 2009) reportaron mayor tiempo de
inactividad en perros bajo estrés cronico. Esta disparidad, hace comprender, que la actividad en los perros
gue viven en colectivos depende de varios factores, por lo que el uso de DAP por si sélo puede no ser
suficiente para modificarla.

En cuanto a las posturas asociadas a miedo, coincidiendo con el estudio de Tod et al., (2005) que usaron
DAP difusor, la presente investigacion tampoco obtuvo diferencias entre tratamientos a pesar de que dos
de los ocho Beagles mostraron una conducta temerosa ante los desconocidos seglin el test de
aproximacion realizado.

Adaptil spray parece tener un efecto significativo en la frecuencia de juego, e interacciones afiliativas. En
nuestro trabajo se obtuvo una media significativamente mas elevada de interaccidn entre perros,
conductas de juego y juego con juguetes. Esto incluso de que no haberse realizado variacién del objeto y
no ser los reportados como mas interesantes para los perros (facilmente masticable y/o con ruido (Wyatt,
2009). Este resultado es alentador, ya que el juego y las interacciones positivos se asocian a un buen
bienestar (Broom, 2011), y por tanto, su ausencia un indicador de su deterioro. (Denenberg, 2008),
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también reporté mas frecuencia de interacciones, intencién de juego y socializacién general en cachorros
con collar DAP versus placebo.

(Denham, 2014) reportd “bounce” o rebote como el comportamiento repetitivo mas comun en los perros
de su estudio. En el nuestro la mas frecuente fue “jump” pero no se observo diferencia en su presentacion
entre la T1 y T2. Tampoco las hubo con “circling” ni “bounce” pero si con “pacing”. Esta conducta
repetitiva también redujo en el estudio de (Kim et al., 2010) pero en cachorros usando collar DAP.

La diferencia significativa estudio en la media de vocalizaciones que se observé con el uso de AS en nuestro
son relevantes. Es conocido que en instalaciones en las que puede haber decenas de perros el ruido
continuo por vocalizaciones persistentes puede ser un factor estresante y daiino, tanto para ellos como
para el personal que las frecuente. El nivel de ruido que se presentan en el ambiente de las perreras puede
llegar a superar los 100-125dB. Ademds, la aleatoriedad de los ladridos, su incidencia sincronizada y la
incapacidad de las personas para controlarlas hacen que se perciban como un problema irritante.A pesar
de que la frecuencia de vocalizaciones esta sujeta al contexto (Péter, 2018), a variables individuales o
ambientales (Protopopova, 2016) y a la genética (Di Cerbo et al., 2017). En perros de albergue est3
correlacionada con falta de estimulacién mental (Beaver, 2009), busqueda de atencidn, hiperactividad,
ansiedad y estrés cronico la (Herron, 2014). Por ello es importante su cuantificacion (Temple, 2009),
evaluacidn (Brennan, 2006; Faragd, 2010; Kekan et al., 2017; Surov, 2016) (Wyatt, 2009) y disminucion
(Herron et al., 2014) dentro de colectivos.

Los resultados en cuanto a la disminucidn de vocalizaciones coinciden con los obtenidos en diferentes
estudios. Hermiston et al., (2018) reportaron una disminucidn en la intensidad media de los ladridos
(control 63 dB versus DAP 57dB); Tod et al., (2005) una reduccion en su amplitud y frecuencia. Stellato et
al., (2017) menos vocalizaciones en cachorros recientemente adoptados; Dehasse (2005) menos
vocalizacion nocturna tanto en perros con DAP como en placebo y Gaultier, en dos estudios, concluyd que
los perros usando DAP mostraron menos vocalizacidn en relacién con los perros control (Gaultier et al.,
2008; 2009) y que el porcentaje de disminucidn de vocalizaciones (77%) fue muy parecido al obtenido con
clomipramina (89%) (Gaultier et al., 2005).

En nuestro estudio se observo que los ladridos estaban altamente motivados por la presencia de personal
y su presencia era un predictor de excitacion, lo cual suele suceder en perros crénicamente restringidos
de contacto social (Herron et al., 2014).

Conductas que se observaron en este estudio y no estaban integradas en el etograma fueron: “paw” o
suspension de pata delantera, morder repetitivamente los miembros u otras partes del cuerpo, “shaking”
o sacudir el cuerpo y persecucion de cola. Han sido anteriormente reportadas en perros con restriccién
social o en confinamiento por Protopopova (2016), Broom, (2011), y Pastore (2011) respectivamente,
pero se presentaron con una frecuencia esporadica.
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4.4.Determinacion de la Concentracion de Cortisol en Pelo

La determinacién de cortisol en pelo, es una técnica menos invasiva, que no requiere mucha capacitacion
(Russell, 2012), con menos variacion intraindividual (Bryan, 2013) y sin efectos significativos de edad, raza,
sexo ni estado reproductivo (Bennett, 2010). El pelo integra el cortisol durante el crecimiento,
representando el estrés de las semanas o meses anteriores. El cortisol salival, urinario y fecal sélo de los
minutos u horas anteriores. Monitorear el estrés cronico con estas dos ultimas matrices, supondria
recolectar una gran numero de muestras. (Bryan et al., 2013; Roth, 2016; Sheriff, 2011; Siniscalchi, 2013)
sin mencionar las complicaciones técnicas. El promedio de cortisol basal para todos los perros fue de 6.195
pg/mg en la Tl y 8.086 en la T2. Fueron resultados similares a los informados en otros estudios que
utilizaron métodos similares: 11.6 + 0.8pg / mg en Bryan et al., (2013) , 10.9 + 0.6 pg / mg en Bennett
(2010) y 9.8 + 11.4pg / mg en (Piva et al. 2008). Con excepcion de (Grigg, 2017), quienes para tomar el
cortisol base tomaron todo el pelo y no sélo el segmento que crecid durante la fase experimental y
obtuvieron cantidades muy superiores.

Los resultados de la [CP] obtenidas entre tratamientos en esta investigacién ejemplifican una vez mas que
el cortisol es una hormona compleja cuya presencia y concentracion con frecuencia no es facil de
interpretar. Aunque el refugio es indudablemente un entorno restrictivo con altos niveles de ruido y pocas
oportunidades para la interaccién social (Beerda, 1999b), la correlacidén entre el cortisol y el tiempo que
un perro permanece en él no parecen ser consistentes (Mills, 2014) y se presentan diferencias
individuales. Hay un aumento en las [C] justo después de la admisidn a las instalaciones, pero disminuye
a lo largo del tiempo (Meyer, 2012). Este cambio puede ser causado por la desregulacion del eje HPA y
ser indicativo de estrés crénico (Scullion et al., 2017) o a que haya un aumento inicial de cortisol debido
al estrés agudo al entrar en una perrera seguido de habituacién y disminucién a los niveles basales. Esto
ocurre cuando ya no se es capaz de enfrentar el estresor crénico (Cobb, 2016), lo cual podria ser una razén
de que la terapia del DAP por si sola no marcara un efecto mas determinante en los sujetos de estudio.
Los perros de nuestro estudio habian permanecido en las instalaciones por afos, por lo cual es probable
qgue estuvieran habituados a ellas. Los niveles de cortisol pueden aumentar también en respuesta a
estimulos positivos (Cobb et al., 2016) como el coito, el juego y en respuesta las interacciones entre
humanos y perros (Roth et al., 2016). Y como resultado de experiencias previas con el entorno y personas,
los perros pueden mostrar conductas de anticipacién, que pueden disminuir los niveles de cortisol (Glenk
et al., 2014). Durante nuestro estudio, a pesar de que el contacto con el investigador fue minimo, los
animales recibian una “atencidon” que normalmente no tenian, aproximadamente a la misma hora durante
el T2. Lo cual pudo haber afectado las concentraciones de CP.

Existen diferencias individuales de crecimiento capilar relacionadas con el temperamento del perro
(Gunaratnam, 1983) que fueron observadas en el estudio, lo cual fue la Gnica complicacidn técnica que se
tuvo para utilizar esta matriz, aunque no estuvo relacionada con el temperamento de los individuos, sino
mas probablemente a conductas de postura u otras no conocidas.
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V. CONCLUSIONES

El uso de Adaptil spray en este estudio disminuyd conductas asociadas a estrés en los perros estudiados.
Estas fueron “pacing”, “standing in rear legs”, ladridos y vocalizaciones en general. De igual modo
aumentaron dos comportamientos asociados a un buen bienestar: interaccién afiliativa entre perros y
juego con perro y con juguete.

Al usar como indicador fisioldgico el cortisol en pelo, se obtuvo una concentracion significativamente
mayor con el uso de Adaptil® spray. Efecto posiblemente derivado de la interaccién del persona con los
perros durante la aplicacion del producto y que puede haberse convertido en un estimulo condicionado
causante de excitacion.

Esto sugiere que, a pesar de que la observacién conductual puede dar lugar a inferencias sobre el
bienestar de un colectivo canino, se deben considerar los estilos de afrontamiento individuales el contexto
para evaluarlo.

Por lo tanto, el uso de Adaptil® spray puede ser una estrategia util para reducir conductas asociadas a
estrés cronico e incrementar aquellas relacionadas a estados emocionales positivos. Sin embargo es
recomendable su combinacién con otras estrategias como enriquecimiento ambiental o interaccién
rutinaria con humanos para que el bienestar de los perros en colectivos se vea realmente favorecido.
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CAPITULO 2.
Efecto de un nutracéutico (Adaptil® comprimido express)

sobre el bienestar de perros en colectivos.
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. RESUMEN

Generalmente los perros que viven en colectivos dentro de refugios, instalaciones de investigacién o
criaderos se enfrentan a condiciones de vida subdptimas que comprometen su bienestar. Son multiples
los factores que contribuyen para que estos animales experimenten estrés crénico.

Son varias las estrategias que se pueden llevar a cabo en dichos sitios para evitar o reducir el impacto de
estos factores en la salud fisica y emocional de sus habitantes, reducir sus niveles de estrés y mejorar en
general su calidad de vida. Una forma de evaluar la necesidad y eficacia de dichas estrategias es mediante
indicadores fisiolégicos y conductuales.

En este estudio se usd un indicador conductual (etograma) y uno fisioldgico (determinacion de la
concentracién de cortisol en pelo) para evaluar el efecto de un comprimido nutraceutico (Adaptil’®
express) sobre el bienestar de ocho perros viviendo en colectividad.

Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas en las siguientes conductas: bouncing (P=0.016),
jump (P<0.0001), standing (P<0.0045), standing in rear legs (P= 0.0002), sitting (P=0.015), exploring (P=0.0023),
hide (P=0.009), yawn (P=0.037) vy lip licking (P=0.017). No se observé diferencia entre tratamientos para la
concentracion de cortisol en pelo (P=0.927).
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Il. INTRODUCCION

La investigacion sdlida sobre la fisiologia de la nutricidn aparecié hasta el siglo XIX. Y hasta hace poco mas
de un siglo la industria de alimentos para mascotas comenzé a crecer a un ritmo acelerado (Guy, 2016).
Su auge fue tal, que actualmente la mitad de la ingesta diaria del 90% de la poblacién canina de paises
desarrollados se basa en dietas comerciales (Parr, 2014),(DeNapoli, 2000).

Al ser los canes carnivoros oportunistas, los ingredientes de estos productos se eligen con base a 23
vitaminas y minerales que les son esenciales (Thompson, 2008). Aunque también son considerados
aspectos como su palatabilidad, digestibilidad, disponibilidad, costo y factores sociales. Las practicas de
alimentacion para perros reflejan la ideologia e identidad de los propietarios (Kanakubo, 2015) y estan
influenciadas por las tendencias sociales y culturales que imperan en su propia conducta alimentaria
(Michel, 2006; Okin, 2017). En las ultimas dos décadas se ha acentuado el interés general por alternativas
naturales (Bernal, 2011) que promuevan la salud y el bienestar (Kirk, 2018). Ello ha provocado una
tendencia en la poblacidn a elegir alimentos no solo nutricionalmente adecuados, sino que ademas
aporten beneficios que mejoren la calidad de vida. Esta tendencia puede estar influenciada por algunos
de los siguientes motivos:

Aumento en la esperanza de vida. La nueva biotecnologia, la investigacién en nutricion animal, el cuidado
veterinario y la implicacion de los propietarios han aumentado considerablemente la longevidad de las
mascotas (de Godoy, 2016) (Kirk, 2018). Se estima que ésta se ha duplicado en los ultimos 40 afos. Sin
embargo, el envejecimiento es también el mayor factor de riesgo para algunas enfermedades debilitantes
y elevada comorbilidad (Mallikarjun, 2016)

Acceso a medicamentos. Como consecuencia de lo anterior, ha habido un incremento en el gasto
sanitario. En algunas regiones el acceso a medicamentos de Ultima generacién es escaso, limitado
(Orlando, 2018) o costoso, sobretodo cuando son terapias a largo plazo (Gazzano, 2018), como es el caso
de los problemas comportamentales.

Relacién de alimentaciéon con enfermedades. La atribucién de determinadas virtudes a los alimentos
relacionadas a la salud se remonta a mas de dos mil afios. Ya en la década de los 50°s se sugirié una
interaccion bidireccional entre nutricién, inmunidad y enfermedad infecciosa (de Godoy et al., 2016) y
desde entonces la epidemiologia ha enfatizado la influencia de la dieta con la incidencia de padecimientos
no infecciosos y crénicos (Santini, 2017) tanto en perros como en otras especies (Case, 2011).

Interés por terapias no farmacoldgicas. En el imaginario colectivo, se considera a los medicamentos como
productos quimicos con grandes beneficios pero también con un importante riesgo potencial debido a los
efectos adversos transitorios o crénicos (Redfern, 2017). Este estigma y proyeccién se puede incrementar
cuando se trata de medicamentos psicotropicos (Radosta, 2012).En la década de los 90’s el uso de
productos naturales en personas se incrementd cerca del 400%. Y en la pasada, cerca del 30% de los
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duefios de mascotas usaban o consideraban el uso de ingredientes no tradicionales en sus animales,
mientras que aproximadamente el 90% de los veterinarios lo comercializaba (Boothe, 2004)

Entre otros, los planteamientos expuestos han motivado la génesis de opciones alimenticias y
terapéuticas de origen natural para perros que son podrian ser mds seguras o presentar menos efectos
secundarios indeseables (Michel, 2006). Por ello, su estudio y validacion es un area de actual interés
cientifico (Santini et al., 2017).

2.1.Alimentos Funcionales y Nutracéuticos.

El término “nutraceutico” (acrénimo de las palabras "nutricion" y "farmacéutico") fue acufiado en 1989.
Se define como un suplemento dietético (de origen animal o vegetal) presentado en una matriz no
alimenticia (pildoras, capsulas, polvo, etc.) que si se administra en dosis superiores a la existente en los
alimentos tiene un efecto mayor al que posee en él (Luengo, 2007) y una actividad beneficiosa para la
salud mas alla de su valor nutricional (Santini et al., 2017). Su inclusiéon en la dieta puede ser auxiliar en
prevenir la aparicién de patologias y quiza evitar o retrasar la necesidad de emplear productos
farmacéuticos (Pérez, 2006). Comunmente, el término es usado como sindnimo de “alimento funcional”,
pero, los nutracéuticos son aquellos nutrientes (conocidos o no) dentro de un alimento funcional
responsables de que que a estos se les atribuyan funciones de mantenimiento y potenciacion de la salud
(Luengo, 2007).

2.2. Alimentacién, compuestos nutracéuticos y conducta.

Los nutracéuticos en perros (Di Cerbo, et al., 2017a) se han estudiado para promover la salud de la piel
(Case et al., 2011), en patologias del tracto urinario (Brown, 2004), enfermedades gastrointestinales
(Sinteoan, 2018),(Center, 2004), problemas articulares (Vandeweerd et al., 2012) (Vassalotti et al., 2017),
patologias oculares (Destefais et al., 2017), padecimientos oncoldgicos (Roudebush, 2004) y otras (Ciribé
et al., 2018).

Si bien, la creencia sobre la influencia que tiene la dieta en el estado de animo y el comportamiento es
muy popular (Young, 2002), en la literatura existen relativamente pocas investigaciones al respecto
(Houpt, 2003). Y rara vez se considera uno de los posibles factores contribuyentes a problemas
conductuales en caninos (Bosch, 2009). El campo que permanece mas estudiado en este tema es la
relacién que tienen ciertos nutrientes con los cambios de comportamiento asociados al envejecimiento,
ya que los perros se han utilizado como modelo para los humanos (Bosch, 2009)

La nutricidon en general puede ser un apoyo importante para perros con estrés o ansiedad. De hecho se
comercializan alimentos formulados con el objetivo de provocar un efecto ansiolitico (Di Cerbo et al.,
2017b; Pageat, 2010) e incluso mejorar los sintomas digestivos y cutdneos asociados. Ademas, en la ultima

década se ha difundido el uso de los nutracéuticos como apoyo a la neurofarmacologia (Vicinanza, 2013).
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Por lo que la posibilidad de usarlos en conjunto con otras estrategias pudiera convertirse en una
herramienta util para reducir problemas de comportamiento en perros (Manteca, 2011), asi como para
su tratamiento y prevencion.

Todo lo expuesto anteriormente, motiva la realizacion de esta investigacion. Con ella se pretende
colaborar en el estudio sobre la relacién entre un comprimido nutraceutico (Adaptil’express) y su efecto
ansiolitico para mejorar el bienestar de perros que viven en colectivo.

2.3.Adaptil®° comprimidos express

Adaptil® express comprimidos es un nutraceutico no sujeto a prescripcidn veterinaria indicado para el
alivio rapido del estrés en perros en situaciones ocasionales como ruidos, petardos, tormentas, viajes o
visitas al veterinario. Segun el fabricante, los efectos son perceptibles en menos de 2 horas después de su
administracién (Ceva, 2015). La presentacién comercial es en cajas de 10 comprimidos cuya composicion
se muestra en el Cuadro 10.

Matriz Cantidad (mg)
L-triptéfano 100

L-teanina 100

GABA 100

Vitamina B1 (Tiamina) 1

Vitamina B6 (Piridoxina) 9

Vitamina B12 Cobalamina 0.01
Vitamina B3 Niacina 2.5
Inositol 20

Cuadro 10. Composicion de Adaptil® express. Fuente: CEVA laboratorios

Respecto a sus ingredientes, pocos son los reportes cientificos sobre su uso, biodisponibilidad o incluso
su requerimiento nutricional en perros. (Schneider, 2013) (Boothe,2004) (Santini et al., 2017).

2.3.1. Triptéfano

El triptéfano es el aminoacido (aa) relacionado con el comportamiento que mas se ha investigado
(Vicinanza, 2013). Es precursor de la serotonina, por lo que el incremento de su concentracién provoca
un aumento de la liberacidon de este neurotransmisor. Esta relacion depende de su ingesta con los
alimentos y de la concentracién de otros aminoacidos (presentes mayormente en en dietas altamente
proteicas), con los cuales compite por las mismas proteinas transportadoras para atravesar la barrera
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hematoencefalica (Bosch, 2009). Se ha documentado que en humanos su agotamiento o deplecién
ocasiona la aparicidn de ansiedad, bajo estado de dnimo y sintomas depresivos (Di Cerbo, et al., 2017b)
(Sechi et al., 2017).

2.3.2. L-Teanina

Es un aminodcido no proteico, andlogo estructural de la L-glutamina y rico en triptéfano, que se presenta
de forma natural en las hojas de té verde (Camellia sinensis). Su uso médico se ha encontrado en antiguos
libros de farmacologia (Coppock, 2016). En personas parece aumentar el nivel de GABA, dopamina y
serotonina en el SNC, disminuir la frecuencia cardiaca durante la ansiedad crdnica, (Di Cerbo, et al.,
2017b), modular el estrés emocional y potenciar la capacidad de aprendizaje (Cicero, 2018). Sin embargo
su posible efecto clinico en perros permanece poco explorado (Araujo et al., 2010).

2.3.2.1. GABA Acido gamma-aminobutirico

Este neurotransmisor se encuentra en cantidades copiosas en el cerebro. Posee un efecto inhibidor sobre
la ansiedad y los desordenes relacionados con el estrés (Di Cerbo, et al., 2017a). Y el incremento de su
actividad parece asociarse a una reduccién del miedo y ansiedad (Arglelles, 2017) (Cicero, 2018).

2.3.2.2. Vitaminas B1, B3, B6 y B12

Tienen un papel en reacciones enzimaticas del metabolismo de los carbohidratos y aminoacidos. Estan
indicados en neuropatias (Cicero, 2018) .

2.3.2.3. Inositol

Es un compuesto organico hidrosoluble sintetizado por la mayoria de los animales gracias al metabolismo
bacteriano de los carbohidratos en el intestino (Case et al., 2011). Es importante para la integridad de las
membranas celulares y para la composicién de la vaina de mielina en el sistema nervioso (FEEDAP, 2016).
A pesar de no haber estudios especificos de tolerancia o toxicidad para perros, su adicion a la dieta se
utiliza con frecuencia con fines ansioliticos (Case et al., 2011).
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IIl. MATERIAL Y METODOS

3.1.Instalaciones

La Granja de investigacién (Figura 10) esta ubicada en la Facultad de Veterinaria (FV) de la Universidad
Autonoma de Barcelona (Bellaterra, Espafia 41°30°01”N 2°06'28"E).

Este lugar cuenta con dos edificios: Uno de ellos posee un recinto para cuidados veterinarios, laboratorio,
almacén para alimento, sala de limpieza y vestidor para el personal, y el edificio aledafio posee 24 perreras
en las que se alojan de manera individual o en pareja 30 perros de raza Beagle. En el centro de las dichas
perreras, se ubican dos patios exteriores de 90 m? para el ejercicio y recreo de los animales.

Cada jaula, de 4m? estd equipada con plataforma elevada para el reposo del animal y un bebedero
automatico (Figura 9). Se mantienen a una temperatura promedio de 222C con ventilacién controlada.

el ejRecercalenis
Sanitat Animall(GReSA);

Figura 9. Canil de los perros

X

Figura 10. Localizacion de la granja de perros de la FV
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3.2.Animales

Para este estudio se usaron 8 perros raza Beagle (4 machos y 4 hembras) pertenecientes a la Granja de la
FV de la Universidad Autdnoma de Barcelona (UAB). Cada animal estaba identificado con tarjeta de datos
en la puerta del recinto (Cuadro 11).

Nombre Sexo f:;arg(;uctivo E:z?:\iento Fecha de alta (E:r"?:s) Peso (kg)
Aleta h fértil 2008 11/9/2015 9 11.02
Blanca h fértil 11/24/2011 2/8/2013 6 16.06
Crossa h fértil 6/26/2011 11/24/2015 6 9.56
Dandy m fértil 10/21/2014 11/18/2015 3 18.06
Fosca h fertil 7/24/2007 4/10/2013 10 9.92
Negritu m fértil 5/12/2008 4/10/2013 9 10.18
Pigat m fertil 4/14/2008 4/10/2013 9 11.20
Pirata m fértil 2007 n/d 10 12.96

Cuadro 11. Perros que participaron en el estudio

3.2.1.1. Criterios de inclusion y exclusion

Se eligieron animales clinicamente sanos, que al momento del estudio no estuvieran bajo tratamiento
farmacoldgico cuya interaccidon conocida pudiera ser motivo de sesgo (psicofarmacos), y que durante el
mismo no fueran usados para ningun otro experimento que involucrara estrés y/o dolor. No se tomaron
en cuenta edad, sexo o peso como factores de exclusion.

3.2.1.2. Manejo

La rutina de los perros fue la habitual. Eran alimentados con pienso una vez al dia (9 am aproximadamente)
y el agua era administrada ad libitum. La salida al patio de ejercicio se realizaba una vez al dia.

3.2.2. Diseiio del Experimento

El periodo de estudio se dividid en dos intervalos de tiempo: etapa control (T1), correspondiente al
intervalo de tiempo entre el dia 0 - 28, etapa o fase de tratamiento (T2) correspondiente al tiempo entre
el dia 30 - 45 (Cuadro 12) y (Figura 11).
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Dia Tratamiento

T1 o etapa control
do Test de acercamiento
Videograbacién de los 8 individuos
do-d15 Revision de los videos y registro de las conductas efectuadas por los 8 perros.

d28 Toma de muestra de pelo para la determinacién de [CP] en area rasurada el dia 0.

T2 o etapa tratamiento
Videograbacién de los 8 individuos
d30 - d45 Revisién de los videos y registro de las conductas efectuadas por los 8 perros.
Aplicacién de Adaptil spray.
Toma de muestra de pelo para la determinacidn de [CP] en drea rasurada el dia O

d52 Test de acercamiento

Cuadro 12 Descripcion del modelo experimental

Approach test
Muestra@ie®Pelo Muestraie®Pelo
E“ "‘ §’ 'l ‘ \W
SRS \ o | R
da a Y &g a [ ] gy i | ]
I I |
n Dia28[ T2
Dia@@ Dia®2
\ J \ J
Y

Control

|

Videograbacién
Registro@eonductas@nEtograma

Figura 11. Disefio del experimento con Adaptil Comprimidos Express
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3.2.3. Test de acercamiento

Se realizé con el objetivo de conocer la actitud que los ocho perros del estudio mostraban hacia una

persona desconocida y evaluar si dicha actitud diferia en presencia y ausencia de Adaptil® spray. El

procedimiento se realizd de la siguiente manera:

h)

j)

k)

m)

n)

Una persona desconocida caminaba en direccidn lineal, de manera suave y lenta, con la mirada en el
piso, desde la puerta de entrada de la perrera hasta posarse frente a la puerta de la jaula previamente
acordada con el investigador.

Una vez ahi contaba mentalmente 3 segundos y giraba su cuerpo (90° a la derecha) hasta quedar de
frente hacia la jaula/perro manteniendo la vista en el piso.

En ese sitio contaba nuevamente 3 segundos de manera mental y se posaba en la sefial “X” marcada
en el piso (a un paso de la jaula aproximadamente).

Al llegar a la “X” miraba hacia el perro y acercaba la mano hasta casi tocar la parte de la jaula que
quedaba al nivel de su cintura.

Acto seguido se ponia en cuclillas de manera lateral a la jaula (90° a la derecha) sin mirar al animal y
permanecia en dicha posicion 5 segundos.

Acto seguido, el voluntario se ponia de pie y se dirigia hacia la puerta de salida, de manera lenta y
tranquila, con la mirada en el piso.

El procedimiento se repitié 1 vez por jaula y animal

Los resultados del test se expresaron de la siguiente manera:

Valor Comportamiento ante el extrafio

0 el perro permanecio indiferente al extrafio o lo ignoré

1 el perro se mostré amistoso, tranquilo y sociable con el extrafio

2 el perro presentd posturas corporales bajas, de evasion s o signos asociados a miedo
3 el perro dio indicios de agresividad hacia el extrafio.

Cuadro 13. Valores para el Test de Acercamiento

3.2.4. Observacion de conducta

Las conductas individuales e intraespecificas realizadas por los 8 animales del estudio (aquellas

relacionadas con emociones positivas y emociones negativas) fueron observadas por el investigador en el

edificio anexo a las perreras mediante un circuito cerrado de grabacidn previamente instalado y

registradas con el uso de un etograma (Cuadros 14) durante ambos estudios.

Las conductas fueron agrupadas en 7 categorias: Postura, Social, Oral, Repetitivas, Destructivas,

Acicalamiento y Vocalizaciones. Cada una de ellas con 2 o mas subcategorias, descritas en el Cuadro 15
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Para lograr consistencia en las observaciones, fue siempre el mismo investigador quien registré las
conductas observadas.

Se utilizé la técnica de muestreo focal y continuo. El investigador mantenia su atencién durante cinco
minutos en un perro y todas las acciones del etograma que realizaba eran registradas. Mientras tanto, las
actividades de los otros animales en el grupo eran ignoradas. Cuando se terminaban los cinco minutos, se
empezaba la sesion de observacidn con el siguiente animal. Esto continud hasta que todos los animales
del grupo fueron observados. Se hicieron tres sesiones por animal durante tres semanas.

SUJETO: l Tratamiento: # Semana: ‘
Dia Mes Ano
BEHAVIORS Remarks
Posture Social Oral Repetitive Destructive Groom Vocalization Othes
TIME

ST| SR|{S|L| E|H|LP |T|PD|IT|AG|LL|Y|[C|D|PA|CC|(B|J|D/S|C|LC [SG |OG [BK |G |CY

TOTAL

Cuadro 14. Etograma
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CATEGORIA CLAVE | CONDUCTA DESCRIPCION
ST Stand Todas las extremidades en contacto con el suelo
SR Stand Rear legs Extremidades delanteras apoyadas sobre la pared o reja
S it Grupa apoyada en el suelo y extremidades anteriores extendidas con los cojinetes apoyados
en el suelo
L La El perro permanece inactivo, acostado lateral, dorsal o ventralmente, calmado y puede tener
POSTURE ¥ o no los ojos cerrados.
E Explore El perro camina de un punto a otro, olfatea e investiga el recinto
H Hide El perro se posiciona debajo de la plataforma ubicada en el recinto, de manera tal que parte
del cuerpo o su totalidad permanece oculto a la cdmara
Lp Low Postures El perro muestra signos y posturas que estan relacionadas con el miedo (orejas hacia atras,
cola que cuelga baja o pegada entre las piernas, contacto visual indirecto, etc.)
. El perro interactua con los juguetes proporcionados. Incluye mordiscos, sacudidas o cualquier
T Play with Toy P . L 1u8 prop y a
manipulacion
PD Play with Dog El perro mantiene una interaccidn ludica positiva con el compaiiero de jaula o el perro vecino
. El perro mantiene contacto hacia el companfero de la jaula o el vecino. Se toman en cuenta
SOCIAL IT Interaction p. . . . P , . )
lamidos, miradas sostenidas, y cualquier contacto fisico buscado
El perro muestra signos y posturas de agresién (peso sobre las patas traseras, cola abajo, cola
AG Agressive entre las piernas, rigido, pelos erizados, orejas erguidas, pupilas dilatadas y mirada fija, hocico
tenso, nariz arrugada, dientes expuestos con belfos elevados)
s El perro pasa la lengua repetidamente sobre su morro. No se toma en cuenta si el perro bebid
ORAL LL Lip Licking perro p guarep P
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Y Yawn Bostezo

C Coprofagia El perro ha sido sorprendido lamiendo o ingiriendo las heces propias o del compaiero

D Drink Beber agua o simular hacerlo

PA Pacin Movimiento continuo de ida y vuelta entre los limites de la jaula o caminar en una ruta fija

& (generalmente a lo largo de una pared)

CcC Circling El perro se mueve en un circulo repetitivo, no variado, alrededor de la jaula

REPETITIVE B Bounce El perro salta repetitivamente delante de la valla o la pared manteniendo los miembros
posteriores en el suelo
I um Salta al aire, ya sea para hacer contacto con un objeto o sin ninglin motivo aparente. Las patas
P traseras deben de haber estado separadas del piso aunque sea por un breve instante

DS Dig/Scratch El perro arafia el suelo o su plataforma con las patas delanteras en un movimiento de
DESTRUCTIVE 8 excavacion de manera repetida. No se toma en cuenta si el animal lo hace previo a echarse

LC Lick Cage El perro mastica la cerca, la cama o la plataforma de manera repetitiva

Conductas dirigidas hacia el propio cuerpo del perro; por ejemplo, rascarse o lamerse la piel o

SG Self Groom & prop PO del perro; por ejemp P
GROOM el pelo

0G Other Groom El perro mastica o lame la piel o pelo del compafiero de jaula o vecino

BK Bark Vocalizacién abrupta cuya frecuencia es captada por los micréfonos
VOCALIZATION @G Growl Vocalizacién poco estridente, ronca y generalmente de tono bajo

CcYy Cry Vocalizaciones repetidas, relativamente breves y de tono variable
OTHER Otras conductas Conductas no presentes en las anteriores categorias (eliminacién, shaking, paw, etc.)

Cuadro 15. Descripcion de los pardmetros comportamentales
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3.2.5. Administracién de Adaptil® express comprimidos

Los comprimidos se administraron siguiendo las recomendaciones del fabricante una vez al dia a la
misma hora durante toda la Etapa T2. A los perros de hasta 10 kg se les proporciond % comprimido
y a aquellos entre 10 y 20 kg un comprimido completo sin alimento afiadido.

Adaptil comprimidos parece ser sumamente palatable, ya que la ingestion fue totalmente voluntaria
y espontanea. Esto es un componente importante en el tratamiento de cualquier problema de
comportamiento, sobretodo en administraciones crénicas, ya que se evita cualquier confrontacion
con la mascota y aversion al medicamento. Luchar con el perro para medicarlo no solo disminuye la
calidad de vida tanto del paciente y de la persona que lo administra, sino reduce la posibilidad de
cumplir el plan terapéutico y su probabilidad de éxito (Thombre, 2004). Ademas, la via oral para
perros es uno de los métodos preferidos por la mayoria de sus propietarios, ya que se considera
conveniente, poco invasiva y rentable (Ting, 2014).

3.2.6. Toma de muestra de pelo y determinaciéon de concentracion de cortisol

La determinacion de las [C] es uno los indicadores mas usados para determinar estrés (Stellato,
2017). Una razon de ello es su disponibilidad en un gran numero de matrices bioldgicas, entre ellas:
el pelo (Beerda, 2000; 1996; Hennessy, 2013). Fuente elegida en este estudio debido a su utilidad
en medir estrés crénico.

Antes de iniciar cada uno de los experimentos, se eligio una zona del cuerpo de los perros en la que
primara un sdlo color, en este caso el blanco. Se optd por el area ventral
del cuello (Fig 12), entre las claviculas. Dicha area fue depilada con
cortadora de pelo eléctrica al inicio del estudio (d0), tal como sugiere
Davenport (2006). Las muestras recogidas el d28 y d45 fueron del pelo
de que volvio a crecer en el mismo parche de piel. Con el rasurado, y
no con el corte, se producen las condiciones &ptimas para la
incorporacién de esteroides mediante la estimulacidn del crecimiento
de pelo nuevo y no se dejan fuera milimetros de pelo, importantes para
un conteo correcto de las [C] (Baciu, 2015). En todo momento evitd
lesionar la piel o arrancar foliculos pilosos.

Cada muestra capilar pesaba alrededor de 5 g y se almacend en un lugar

s . . Figura 12. Zona elegida para
seco hasta su andlisis. Se evité el uso directo en bolsas o tubos de 4 muestra de cP

plastico debido a que el plastico puede extraer sustancias lipofilicas del

pelo. Utilizamos sobres de papel que evitaban la luz directa sin que hubiera riesgo de adulteracidn
bioldgica o contaminantes (Baciu et al., 2015) que almacenamos a temperatura ambiente hasta su
andlisis debido a la estabilidad demostrada del cortisol durante periodos largos de tiempo

comparado con otras matrices de muestras (Casal, 2017; Meyer, 2014).
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La [CP] fue determinada por la técnica ELISA en el Departamento de Ciencia Animal y de los
Alimentos de la UAB mediante el protocolo descrito por (Tallo-Parra, 2015) (Anexo A).

3.2.7. Analisis Estadistico

Todos las pruebas se realizaron en el programa estadistico “Statistical Analysis System” (SAS® 9.2.
Institute Inc., Cary, NC). Los datos fueron analizados mediante la prueba de Chi cuadrada y se
representan como media +SEM, considerando significativo un valor de P<0.05.
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IV. RESULTADOS

4.1.Test de acercamiento

Durante el desarrollo de esta prueba, no hubo diferencias entre los dos tratamientos. Los ocho
perros mostraron la misma reaccién en la etapa control y en la etapa de administraciéon del
nutraceutico. Con excepcién del Beagles 3 que mostré temor ante la presencia del extrafio, los
demas mostraron interés por el mismo (Cuadro 16).

Clave y nombre de Perro T1 T2
(B1) Negritu 1 1
(B2) Pigat 1 1
(B3) Pirata 2 2
(B4) Dandy 1 1
(B5) Fosca 1 1
(B6) Blanca 1 1
(B7) Crossa 1 1
(B8) Aleta 1 1

Cuadro 16 Reaccion de los perros ante un desconocido

4.2.Conducta

En este estudio se detectaron algunos cambios en las conductas estudiadas entre tratamientos.

Algunos comportamientos (posturas asociadas a miedo, agresidon y destruccién de jaula) se
presentaron en niveles de frecuencia y variacién muy bajos (ocurrencia promedio <1) para que los
analisis estadisticos fueran lo suficientemente robustos. No se apreciaron diferencias significativas
en las categorias referentes a conducta social (P=0.30), conductas destructivas (P=0.19), conductas
de acicalamiento (P=0.2) y vocalizaciones (P=0.33).

Entre la fase control y la fase tratamiento, se presentaron diferencias significativas en la frecuencia
de conductas de Postura, Orales y Repetitivas. Especificamente, hubo una disminucién en las medias
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de “stand”, “stand on rear legs” “sit” “explore” y “hide”. También en “lip licking”, “yawn” y en dos

conductas repetitivas (“bounce” y “jump”) (Figuras 13 y 14) (Cuadro 17).
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Conducta P-valor MCE::ZEEEE;I SD corIT\m/Iper(ijr::i do SD

post_st 0.0045* 2.017 2.326 1.518 2.371
post_sr 0.0002* 0.975 2.853 1.527 4.370
post_s 0.015* 1.45 1.796 1.089 1.399
post_| 0.82 3.017 1.012 2.964 0.967
post_e 0.0023* 1.86 2.951 2.446 5.310
post_h 0.009* 0.108 0.384 0.259 0.668
post_Ip nsv nsv nsv nsv nsv

posture 0.35 9.425 7.498 9.804 11.371
soc_pt 0.059 0.025 0.274 0 0

soc_pd 0.16 0.092 0.745 0.027 0.211
soc_it na 3.675 5.754 4.036 6.196
soc_ag 0.3 nsv nsv nsv nsv

social 0.30 3.792 5.990 4.063 6.229
oral_ll 0.017* 0.217 0.611 0.089 0.316
oral_y 0.037* 0.117 0.553 0.036 0.230
oral_c 0.11 0.05 0.254 0.009 0.094
oral_d 0.56 0.083 0.278 0.063 0.278
oral 0.0006* 0.467 1.137 0.196 0.567
rep_pa 0.7 0.067 0.361 0.080 0.359
rep_cc 0.16 0.233 0.764 0.152 0.450
rep_b 0.016* 0.125 0.421 0.268 1.200
rep_j <0.0001* 0.158 0.859 0.482 2.592
repetitive 0.0007* 0.583 1.537 0.982 3.982
des_ds 0.71 0.167 0.599 0.188 0.665
des_cw nsv nsv nsv nsv nsv

des_lc 0.88 0.05 0.254 0.116 0.440
destructive 0.19 0.217 0.651 0.304 0.837
groom_sg 0.23 1.192 1.616 1.027 1.442
goom_og 0.37 0.025 0.203 0.009 0.094
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groom 0.2 1.217 1.609 1.036 1.451
voc_bk 0.074 0.258 1.081 0.392 1.448
voc_§g nsv 0.033 0.288 nsv nsv

voc_cy 0.31 0.042 0.328 0.018 0.189
vocalization 0.33 0.333 1.212 0.411 1.456

Cuadro 17. Valores medios de conductas entre tratamientos

Los efectos significativos se encuentran resaltados en negritas. Para descripcio de las categorias referirse al etograma en la pdgina #.

Nsv=no hay valores suficientes.
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Comportamientos en Fase Control y en Fase con Adaptil express
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Figura 13. Media de conductas con y sin Adaptil® Express
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Comportamientos con diferencias significativas entre tratamientos Control y Adaptil express
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Figura 14. Comportamientos con diferencias significativas entre tratamientos

4.3.Toma de muestra de pelo y determinacion [C]

La exposicién al Adaptil® comprimidos express en este estudio no mostré una diferencia
estadisticamente significativa (P=0.927) en las concentraciones de cortisol en pelo entre
tratamientos (Cuadro 18 y Figura 15). Los valores medios fueron 9.708 y 9.650 pg/mg de pelo para
la etapa control y la etapa con nutraceutico respectivamente.

[CP] Media
Tratamiento Pr>F (pg/mg*) Minima Maxima SD SE
T1 control 9.708 5.999 14.363 3.043 1.076
0.927
T2 comprimido 9.650 6.349 13.094 2.219 0.785

Cuadro 18. Concentracion de Cortisol en Pelo con y sin Adaptil Nutraceutico

*Picogramo concentracion de cortisol por mg de pelo
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Figura 15.Concentracion de Cortisol en Pelo con y sin Nutraceutico



V. DISCUSION

En las ultimas dos décadas, la utilizacion de nutracéuticos ha recibido mucha atencidén a nivel
cientifico y en la sociedad (Ting et al., 2014). Los propietarios de mascotas se preocupan cada vez
mas no solo de alimentar a sus mascotas, sino cémo y con qué las alimentan (Okin, 2017). Varios
son los reportes sobre nutracéuticos y comportamiento en perros, pero al conocimiento de los
autores, este es el primer estudio que ha investigado el efecto de Adaptil® comprimidos express en
un grupo de perros basandose tanto un indicador fisiolégico como uno comportamental para
evaluar su efecto.

5.1.Diseiio experimental

En ensayos clinicos se ha reportado que existen factores que pueden afectar la respuesta a los
nutracéuticos (Bash, 2015) por ejemplo la especie animal y la edad. Ello atribuible a diferencias
metabdlicas de absorcion o eliminacién, pero también a factores intrinsecos del animal que aun no
han sido claramente identificados (Head, 2008). En nuestro estudio la edad no fue un factor de
inclusidn o exclusién, pero todos los perros eran adultos y de la misma raza. (Araujo et al., 2010).
Otros trabajos han incluido perros de distintas razas, edades (DeNapoli et al., 2000), estado
reproductivo y dietas (Sherman, 2008)

5.2. Administracion del nutraceutico Adaptil

Los nutracéuticos que se comercializan varian en cuanto a composicion y concentracion (Beata et
al., 2007; DeNapoli et al., 2000). Adaptil express® se ofrece a los pacientes una vez al dia,
mientras que otros comprimidos comerciales con nutracéuticos se administra dos veces por dia, lo
cual puede reducir el compromiso de administrar el comprimido y reducir las probabilidades de
éxito del tratamiento.

La correlacién entre los efectos positivos de los nutracéuticos y su tiempo de uso también ha sido
documentada (Houpt, 2003). Se han establecido periodos experimentales que van de los 10 a los 63
dias (Head et al., 2008) (Sechi et al., 2017). En nuestro estudio la administracidon se realizé cinco dias
a la semana durante 3 semanas, ya que la administracion de Adaptil express supone la obtencién
del efecto ansioliticos en un periodo maximo de dos horas. Esta variedad en los estudios pudiera
dificultar determinar la pauta de administracion (Di Cerbo, et al., 2017b) (Beata et al., 2007).

5.3.Test de acercamiento

El uso de Adaptil comprimidos en nuestro estudio no se reflejaron cambios en el comportamiento
de los beagles ante la presencia y cercania de un individuo entre tratamientos. En general se
mostraron interesados en la presencia de la persona y en la busqueda de interaccién. Esto puede



deberse a que al estar en instalaciones universitarias, son perros habituados a la presencia de
personas diferentes continuamente. Usando también perros de laboratorio pero con miedo hacia
personas desconocidas (Araujo et al., 2010) mostraron una mayor interaccidn con al ingerir tabletas
de un nutraceutico con L-teanina.

5.4.0bservacion de la Conducta

En el caso del el nutraceutico utilizado en esta tesis, hubo un efecto significativo en varias conductas
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(“stand”, “stand on rear legs” “sit”, “explore”, “hide”, “lip licking”, “yawn”, “bounce” y “jump”). La
ingesta de una dieta comercial con varios nutracéuticos parecid ser eficaz en la reduccion de
comportamiento relacionado con la ansiedad (Kato, 2012), aunque los mismos autores no excluyen
un posible efecto placebo atribuible al haber participacion de los propietarios. Otros autores han
reportado que algunos nutracéuticos tienen efecto en pardmetros fisiolégicos pero no en la
conducta (Vassalotti et al., 2017). En nuestro estudio no tuvimos grupo control y tratamiento, sino

gue cada animal pasé por ambas etapas del experimetal.

Una de las categorias donde hubo diferencia entre tratamientos fue la relativa a conductas orales.
El lamido de labios (LL) en perros puede ser provocado o asociado a contextos negativos. Suele ser
una respuesta ante situaciones de incertidumbre fisica o social, incluso ante expresiones faciales
negativas de humanos (Albuquerque, 2018). En conjunto con bostezo puede ser una conducta que
ayude a gestionar el estrés (Shiverdecker et al, 2013 ). Ambas conductas parecen reducirse con el
uso de psicofarmacos (Sinn, 2018) o la L-teanina (Sherman, 2008) en perros con fobias a ruidos.

La conducta “hiding” aumentd durante la T2, probablemente por una falla en el disefio experimental
al no incluir tratamiento placebo en la T1. Las razones para que un perro se esconda pueden ser
varias, entre ellas presencia de un desconocido, ansiedad por ruidos, deseos de proteccién,
aislamiento social, etc (Beaver, 2009). Durante la T2 el investigador entraba cada dia
aproximadamente a la misma hora a dar el nutraceutico a los animales, interaccién que no ocurrid
durante la T1. O bien, deberse a factores o situaciones fuera del alcance del estudio sucedidas fuera
de las horas de observacion.

En nuestro estudio, el etograma de los perros muestra mas conductas de exploracidn, repetitivas y
media de tiempo en la que en animal estaba parado sobre las patas traseras. En personas, estd
reportado que el triptdfano promueve el sueio cuando se administra en dosis bajas (Orlando, 2018)
(Young, 2002). Los perros alimentados con una dieta baja en proteinas y suplementos de triptéfano
han mostrado menos conductas agresivas (DeNapoli et al., 2000) o relacionadas a estrés (Orlando,
2018). Y en perros temerosos se ha reportado una disminucidn en el metabolismo del triptéfano
plasmatico y un aumento en sus metabolitos (Puurunen, 2016). Aunque otros estudios no han
encontrado relacion entre este elemento y la conducta (Bosch, 2009). Ello puede sugerir, que los
perros estaban menos apaticos a su alrededor y mostraban mas conductas activas, o bien, que el
diseio de las instalaciones, no es el adecuado para que los animales, sobretodo los de mayor edad,
descansen apropiadamente, segln estudios de Doring (2018).



La L-teanina se ha usado en conjunto con farmacos en la reduccién de tumores (Matsumoto, 2007),
para modular la respuesta de fobia al ruido (Sherman, 2008) y la ansiedad relacionada con
tormentas (Pike, 2015). A pesar de que si se ha observado un efecto en las concentraciones
plasmaticas de serotonina, dopamina y B-endorfinas (Sechi et al, 2017) usando alimentos
comerciales enriquecidos con este nutriente, los andlisis comportamentales no han tenido una
variacion signficativa entre tratamientos.

Se sabe que hasta 3.000 mg de inositol libre/kg de alimento completo seco podria considerarse
seguro para perros. Pero no hay suficientes datos en la literatura de animales de compafiia para
sacar conclusiones sobre sus requerimientos, esencialidad o beneficio de su adicién a la dieta
(Houpt, 2003). Hay sdlo dos estudios reportados, pero sus resultados son poco extrapolables a la
poblacién general canina. Esto debido a que en uno se utilizaron dosis muy bajas de inositol y en el
otro se usaron perros diabéticos (FEEDAP, 2016). Al ser un nutrientee relacionado con el
metabolismo bacteriano, varios factores pueden afectar su metabolismo (Vilson et al., 2018).

5.4.1. Toma de muestra de pelo y determinacion de concentracion de cortisol

En este estudio se trabajé con el cortisol capilar debido a que ha sido ampliamente estudiado
durante los Ultimos afios y se correlaciona positivamente con otras matrices en perros (Roth, 2016).
Se ha validado como un biomarcador confiable para evaluar a largo plazo la actividad del eje HPA
(Accorsi et al., 2008; Mastromonaco, 2014) a veces en ventanas de tiempo virtualmente imposible
de cubrir adecuadamente utilizando otras muestras (Stalder, 2012), o segmentadas para
proporcionar un registro retrospectivo (Russell, 2012). Sin embargo, solo Sechi et al., (2017) han
demostraron que una dieta suplementada con L-teanina L-triptéfano y fitoelementos disminuyé las
concentraciones de noradrenalina y cortisol en un grupo de perros.

Bennett (2010) reporté que en perros que viven en su hogar, las [CP] y [CS] se correlacionan
positivamente, sin estar condicionados por atributos como raza, edad, peso o estado reproductivo.
Aunque si se han mostrado fluctuaciones estacionales y en aquellos que viven solos (Hamel et al.,
2011). Esto es relevante para nuestro estudio, ya que algunos de los perros analizados viven con
compafiero de jaula y otros no. Sin embargo la estacidon no fue considerada en nuestro estudio
debido a que ambas fases (T1y T2) se realizaron en otofio.

Una consideracidon metodoldgica importante a tener en cuenta es el sitio del cuerpo para obtencién
de la muestra. En perros, se ha reportado una fuerte correlacion entre diferentes sitios del cuerpo
y tipos de pelo como ondas o rizos (Stalder, 2012). Elegimos la zona de pelo de pecho y cuello por
ser un sitio poco contaminada con el auto acicalado y a la alta consistencia en las [C] demostrada
entre ellas (Roth et al., 2016). Para evitar la introduccién de sesgo, se eligi6 muestrear sélo pelo
blanco, aunque el laboratorio reportd la presencia de algunos pelos marrones en la muestra de 2
individuos. Se realizd la obtencién de muestra con maquina rasuradora para evitar incluir foliculos
pilosos y evitar una posible contaminacién de cortisol sanguineo (Meyer, 2012). De esta manera
lleva dos semanas minimamente para que un nuevo pelo formado en el foliculo alcance el cuero
cabelludo (Baciu et al., 2015). Aunque este periodo fue completado durante el desarrollo de las



etapas de este estudio, en algunos perros no fue suficiente para que la zona se volviera a cubrir
totalmente de pelo, notandose una gran variacién entre individuos.

Los niveles de cortisol se correlacionan negativamente con las interacciones humanas amigables (las
interacciones positivas reducen estrés) y positivamente con la agresién dirigida a extrafios (Horvath,
2008). Aunque en nuestro estudio se evité la interaccion innecesaria con los perros, puede haber
sido un factor a tomarse en cuenta debido a que diariamente habia una cercania a ellos para
administrarles el comprimido durante la T2 y no se usé comprimido placebo. Al haber estado
conviviendo con ellos durante dos experimentales y ser este la ultima fase, pueden haberse
habituado a la presencia de la investigadora y por ello no mostrar diferencia entre tratamientos.



VI. CONCLUSIONES

En este estudio, el uso de Adaptil comprimido (AC) express parece tener un efecto significativo en
conductas orales, repetitivas y de postura de un grupo de perros viviendo en un colectivo.
Especificamente en las comportamientos: “standing”, “standing in rear legs”, “sit”, “exploring”,
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“hide”, “lip licking”, “yawn”y “bouncing”.

En contraste a la suposicién inicial, AC aumentd conductas motoras y repetitivas. Pero disminuyd
dos orales relacionadas a emociones negativas. Esto puede sugerir que el comprimido disminuyd la
apatia de los perros por el entorno su entorno o que no tuvo un efecto sobre la reduccion en los
niveles de estrés de perros en colectivos.

No se observé una diferencia en la concentraciéon de cortisol en pelo entre tratamientos. Aunque es
un indicador validado en perros para determinar estrés en condiciones crdénicas, parece haber
factores que pueden alterarla cuyo efecto aln permanece poco estudiado en esta especie. Los
resultados obtenidos en este estudio, enfatizan la importancia de utilizar una combinacién de
indicadores en los estudios etoldgicos.

Lo reportado en diferentes estudios con otras especies animales y los nuestros, indican que existe
el potencial para modificar la conducta de los perros a través de los nutracéuticos. Pero, para que
estos sean una alternativa segura, efectiva y predecible, son fundamentales mas ensayos clinicos
gue esclarezcan su biodisponibilidad, dosis, combinacién con diferentes nutracéuticos o dietas y
posibles contraindicaciones.
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VIIl. DISCUSION GENERAL

8.1. Test de acercamiento

El contexto suele ser mas determinante que la persona en si o el estimulo aplicado para evaluar la
reaccién de un perro ante un desconocido (Déring et al., 2017) Cuando los perros se encuentran en
su ambiente y con los congéneres rutinarios, como fue el caso de nuestro estudio, los test de
acercamiento pueden no reflejar la respuesta que ese mismo animal tendria al estar solo con la
persona de la prueba en una habitacién desconocida. (Pullen, 2012) y (Doring et al., 2017)
observaron que la respuesta de los perros Beagles en colectivos durante pruebas de encuentro
fueron muy sociables y amigables, sin diferencias entre el comportamiento hacia el cuidador familiar
y la persona desconocida. Esto mismo apreciamos en los resultados del test de nuestro estudio. No
hubo diferencias significativas entre los tratamientos control y el uso de Adaptil spray o
nutraceutico. La mayoria de los perros mostraron un marcado interés en establecer contactos con
las personas del test.

8.2. Uso de la determinacidn de cortisol en pelo como indicador de estrés crénico en
perros

La determinacion de cortisol en el pelo puede ser un medio util para evaluar estrés crénico en los
perros (McGowan, 2018). Sin embargo, hay factores que pueden alterarla cuyo efecto aun
permanece poco estudiado en esta especie (lwamura, 1996), (Roth, 2016) (Beerda, 1998) (Taff,
2018). El uso de los dos ansioliticos naturales usados en nuestro estudio, mostré un aumento
estadisticamente significativo en la [CP] con el uso de la feromona sintética y ninguna diferencia
entre fases con el uso de los nutracéuticos. Esto podria sugerir principalmente dos situaciones:

e Que la presencia de la investigadora provocd excitacidn entre los beagles y ello aumentd la
concentracién de cortisol. Esto es contrario a lo reportado en interacciones positivas entre
humanos y perros (Coppola, 2006) (Willen, 2017); pero puede deberse a que al no
presentarse satisfaccion de la demanda de atencidn o interaccién con ellos, las
concentraciones de esta hormona no se redujeran tal y como esta reportado (Campos,
2012).

e A medida que el estrés se vuelve mas crénico, hay una mayor posibilidad de que la
regulacion del sistema HPAy esto sugiere que los perros se adaptan al entorno de la perrera
a lo largo del tiempo (Hennessy, 2013) (Nicola, 2009). El perro que tenia menos tiempo en
las instalaciones de nuestro estudio habia pasado tres afios en ellas, por lo que pueden
haberse habituado a las condiciones de estas. Sin embargo otros autores encontraron que



la correlacidn entre el cortisol y el nUmero de dias que un perro permanece en un refugio
de animales no parecen ser consistentes (Mills, 2014)

Se han encontrado resultados no esperados en la [CP] atribuibles a factores intrinsecos del animal.
Boissy, (2007) reportd que no existen diferencias en las en cuanto a sexo, tamafo o edad o estado
reproductivo (Bennett, 2010).Beerda (1999) menciona la raza como probable influencia. Pero todos
coinciden en que las diferencias individuales son sustanciales. (Burn, 2017) por ejemplo, reporté
gue el temperamento individual marca diferencias en la tasa metabdlicay [C]. Y Willen et al., (2017)
gue no es diferente entre perros callejeros y perros que solian tenian propietario. Un nivel alto en
las [C] puede representar las diferencias individuales en el estilo de afrontamiento del estrés,
experiencias de aprendizaje previos o diferencias en la respuesta emocional al encierro. Aunque los
individuos se enfrenten a presiones extrinsecas similares, es muy probable que las diferencias
individuales en [C] reflejen diferencias reales de acuerdo al temperamento de cada animal
(Rakotoniaina et al., 2017)). Con la idea de extrapolar los resultados obtenidos en este estudio a la
poblacién canina en general que vive en colectivos, los resultados de cortisol se analizaron vy
muestran de manera grupal, pero si se siguiera la respuesta individual de cada perro quiza se
pudieran observar tales efectos.

8.3. Uso de ansioliticos naturales para mejorar el bienestar de perros en colectivos

La observacion de las conductas para determinar estrés en animales puede llegar a ser una
herramienta muy util, pero su interpretacién cobra mas rigor cuando se determinan también
medidas fisioldgicas (Hubrecht, 1993). De hecho, muchos diagndsticos de un déficit de salud y
bienestar comienzan con la observacion de una conducta andmala por parte del propietario del
perro o del veterinario (Houpt, 2003).

La observacion y registro de las conductas de los perros en nuestro estudio, fue realizado mediante
un circuito cerrado, ya que estd demostrado que el contacto humano puede aumentar
enormemente la fiabilidad de los datos derivados de animales emocionales (en este caso los perros),
cuyos parametros fisiolégicos demuestran cambios sincrénicos significativos con dicho contacto.
(Gauvin, 2006).

Uno de los resultados mas sefalados de esta investigacidén y en general de aquellas que han usado
DAP es la disminucidn de vocalizaciones. En promedio, los perros ladran 3.1 veces en 24 horas (rango
de 0 - 8). Cada episodio dura una media de 50.9 segundos (rango 1 -302) (Beaver, 2009). Sin
embargo, los beagles suelen ladrar en una proporcion superior a la media (Beaver, 2009), incluso
desde cachorros (K. Taylor, 2007). Un Beagle ladré 907 veces en 10 minutos (Coppola, 2010). Tal
como lo vimos en el estudio, Beaver, (2009) reporta que los perros mas viejos suelen comenzar a
ladrar sin ninguno de los estimulos precipitantes habituales y el ladrido de varios individuos
desencadena el 38.1% de los episodios de ladridos en todos los demds individuos del colectivo. Todo
ello cobra relevancia cuando se analiza el efecto obtenido con la aplicacion de Adaptil spray. Esta



raza es una de las mas usadas en investigacidn, por lo que la salud y en general su bienestar y el del
personal que los frecuenta puede verse favorecido (Hart, 2018; Kiddie, 2015) (Coppola et al., 2010).

Se ha reportado que los perros machos mostraron mas conductas indicativas de pobre bienestar
que las hembras. En nuestro estudio se incluyeron perros de ambos sexos sin diferenciar los
resultados entre sexo (Scullion, 2017). Por lo que este podria ser un principio a tomar en cuenta
para préximos estudios. Existen especies animales que presentan un tamafo mayor del OVN en
machos y en una estacion especifica del afio (Woodley, 2010). Ya que el dimorfismo sexual en
respuesta a las feromonas es comun en todo el reino animal (Stowers, 2010), no se pude descartar
de facto que esto pase en perros, aunque su evidencia cientifica no exista por ahora.

Especificamente, el uso de Adaptil comprimido express mostrd tener un efecto significativo en la
conductas: standing, standing rear, sitting, exploring, hide, lip Licking, yawn, bouncing y jumping.
Aungque el efecto a los nutracéuticos aun no esta bien estudiado en perros, la exposicion de su efecto
sobre el comportamiento es relevante. Sin duda las consecuencias de su uso pueden estar
influencias por causas multifactoriales, como la dieta, la edad, el tiempo de administracidn, el estado
reproductivo o la microbiota intestinal (Coppock, 2016). Factores que deberdn ser estudiados a mas
profundidad. Debe tomarse en cuenta que con su uso para la reduccidon de conductas asociadas a
estrés o ansiedad se promueve un proceso moderado a largo plazo (Ting, 2014) de preferencia en
conjunto con otras estrategias. Por ello es importante establecer expectativas realistas para el éxito
en su uso.

La exposicion a la feromona sintética Adaptil causd un efecto significativo en las conductas
“standing rear”, “pacing”, ladridos y vocalizaciones en general. Y se incrementaron las interacciones
entre individuos vy el juego con perro y juguete. En nuestro estudio se contd con perros de 9 o 10
afios que pudiera considerarse como viejos de acuerdo a la esperanza de vida de la raza Beagle, que
parecen tener menos conducta de juego que los jévenes. Ademas, el envejecimiento se ha
relacionado con anosmia y disminucion en la percepcion quimiosensitiva (Faragd, 2010). Pero a
pesar de estas dos condiciones, con la aplicacién de DAP parece haberse obtenido resultados
prometedores.

Otras aproximaciones no farmacoldgicas para mejorar el bienestar de perros en colectivos (Taylor,
2016) (Bowman, 2017) (Wells, 2009) no han reportado efectos significativos entre su uso y el uso
de un placebo en conductas relacionadas a estrés, han provocado habituacién, o incluso han
causado un efecto sedativo.

Minimizar el estrés de perros que se enfrentan a los factores que se viven en colectivos no debe ser
una opcidn, sino un estandar. El estrés continuo no es deseable por sus efectos adversos sobre la
funcién inmunoldgica, la tasa de recuperacién de cualquier enfermedad o procedimiento que en
ellos se realice y en general por razones de bienestar. Los efectos perjudiciales de los factores
estresantes que viven los perros en un ambiente colectivo pueden mitigarse al proporcionar
productos ansioliticos como las feromonas y los nutracéuticos.



A pesar de que en muchas de las conductas observadas no se detectd evidencia estadisticamente
significativa de diferencia entre los tratamientos dentro del periodo experimental, cualquier
elemento que mejore el bienestar animal de individuos bajo el cuidado humano deberia ser tomado
en cuenta dado el significado que esto tiene para su vida y las funciones que en ellas desempenfian.
Por ello también, se justifica la realizacién de investigaciones adicionales usando estos productos.
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CONCLUSIONES GENERALES

1. No se encontraron diferencias significativas entre los perros tratados con feromona o con
nutracéutico y los perros control ante la presencia de un desconocido. Ello sugiere que
encontrarse en un ambiente conocido puede ser mas determinante que la presencia de un

extrano.



La exposiciéon a la feromona sintética redujo la presencia de conductas repetitivas asociadas a

estrés crénico en perros, asi como los ladridos y las vocalizaciones.

Las conductas asociadas a emociones positivas (interaccidn social y juego) aumentaron en

respuesta a la feromona.

La concentracion de cortisol en pelo aumenté durante la aplicacién de feromona y no mostré

cambios en respuesta al nutracéutico.

El nutracéutico aumenté la frecuencia de conductas motoras y disminuyé dos conductas orales

asociadas a emociones negativas (bostezo y lamido de labios).

Los resultados de ambos estudios enfatizan la importancia de combinar indicadores de
comportamiento y fisioldgicos en los estudios cuyo objetivo es evaluar el bienestar de los

animales.



ANEXO A

Determinacidn de la [CP] segun Tallo-Parra, et al., 2016.

Para la extraccidn de cortisol capilar se pesan 200 miligramos de pelo de cada muestra y se colocan
en un tubo cénico de 15 ml. Cada muestra se lava agregando 2,5 ml de isopropanol (2-propanol
99,5%, Scharlab SL, Sentmenat, Espafia) y se agita a 1800 rpm durante 2,5 minutos para eliminar las
fuentes de esteroides externos, pero evitando la pérdida de esteroides internos como sugiere
Davenport (2006). El sobrenadante se separd por decantacidn y el proceso se repitié dos veces (tres
lavados en total). Las muestras de pelo se dejaran secar completamente durante aproximadamente
36 horas a temperatura ambiente. Luego, el cabello se corta en fragmentos de <2 mm de longitud,
se pesan 50 mg de cabello recortado y se colocan en un tubo eppendorf de 2 ml. Para cada muestra,
se agregan 1.5 ml de metanol puro y las muestras se agitan a 100 rpm durante 18 horas a 30°C
(Incubadora Ambiental G24, New Brunswick Scientific CO Inc., Edison, NJ, EE. UU.) hasta la
extraccion de esteroides. Después de la extraccion, las muestras se centrifugan a 7 000 x g durante
2 minutos.

Posteriormente, 0.750 ml de sobrenadante se transfieren a un nuevo tubo eppendorf de 2 mly se
colocan en un horno a 38 oC. Una vez que el metanol se evapore completamente (aproximadamente
después de 24 horas), los extractos secos se reconstituyen con 0,2 ml de buffer EIA (KIT Cortisol
ELISA; Neogen® Corporation, Ayr, Reino Unido) y se agitan durante 30 segundos. Finalmente las
muestras se almacenan inmediatamente a -20 oC hasta su analisis.
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