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"But while you are studying, observing, experimenting, do not remain content with the
surface of things. Do not become a mere recorder of facts, but try to penetrate the mystery

of their origin... In your work and in your research there must always be passion.”

Ivan Pavlov
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RESUMEN

Los problemas de comportamiento en los que estd implicado el estrés pueden tener multiples
consecuencias tanto para los animales como para el vinculo humano-animal. Por tales motivos, es
necesario disponer de indicadores adecuados para evaluar de forma cientifica el impacto del estrés
en las especies domésticas con las que convivimos, asi como para valorar su evoluciéon durante la
aplicacién de los protocolos de tratamiento. En este sentido, el andlisis de los niveles de cortisol en

pelo representa un método novedoso y ventajoso a nivel metodologico.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos planteamos dos objetivos principales en esta tesis. Por
un lado, evaluar el efecto de la predictibilidad sobre las respuestas defensivas comportamentales y
fisiolégicas consecuencia del estrés derivado de la aplicacién de un estimulo aversivo. Y, por otro
lado, analizar el uso potencial de la determinacién del cortisol en pelo para valorar el éxito de las
estrategias dirigidas a reducir el estrés dentro de los protocolos de tratamiento habituales. Respecto
al primer objetivo, no se pudo demostrar claramente esta cuestion, en parte debido a una serie de
limitaciones metodoldgicas. En relacidn con el segundo objetivo, se encontré una tendencia (P = 0.05)
en cuanto a las diferencias en los niveles de cortisol entre los grupos. Concretamente nivel de cortisol
en pelo tendié a ser mayor en el grupo de gatos que mostraban cambios de comportamiento
relacionados con el estrés (4.65+1.79 pg/mg) con respecto al grupo control (4.13+1.28 pg/mg). Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos en la evolucién de los niveles
de cortisol en el tiempo (P = 0.59). Considerando estos resultados, no parece que la valoracion de los
niveles de cortisol en pelo sea un método adecuado para analizar el éxito de las intervenciones
habitualmente utilizadas. Por otra parte, el color del pelo tuvo una influencia significativa (P

<0,0001), lo cual sugiere que es necesario tenerlo en cuenta al emplear esta metodologia.

Por ultimo, cabe apuntar a que durante el desarrollo de estos capitulos se detectaron importantes
inconsistencias con relacién a la terminologia empleada en la literatura a la hora de describir los
comportamientos defensivos en contextos de amenaza. Por ejemplo, en el caso concreto del freezing
existen multiples definiciones que varian ligeramente entre los diferentes estudios. El hecho de
emplear una u otra puede llegar a condicionar en cierta medida los resultados obtenidos. Esta
problematica impuls6 el desarrollo del tultimo capitulo de esta tesis, centrado en abordar la
importancia de evitar las etiquetas sesgadas y de aplicar definiciones precisas. En la misma linea, se
plantearon las consecuencias que se pueden generar como consecuencia de la extendida presencia

del antropomorfismo en el campo del bienestar animal y en el contexto de la etologia clinica.



RESUM

Els problemes de comportament en els que esta implicat I'estres poden tenir multiples conseqiiéncies
tant pels animals com per al vincle huma-animal. Per quests motius, és necessari disposar
d’indicadors adequats per avaluar de forma cientifica I'impacte de I'estres a les especies domestiques
amb les que convivim, aixi com per valorar la seva evolucié durant I'aplicacié dels protocols de
tractament. En aquest sentit, 'analisi dels nivells de cortisol al pél representa un métode innovador

i avantatjos a nivell metodologic.

Tenint en compte aquests antecedents, ens plantegem dos objectius principals en aquesta tesi. Per
una banda, avaluar l'efecte de la predictibilitat sobre les respostes defensives comportamentals i
fisiologiques conseqtiéncia de I'estres derivat de I'aplicacié d'un estimul aversiu. |, per altra banda,
analitzar I'iis potencial de la determinacid del cortisol en pél per valorar I'éxit de les estrategies
dirigides a reduir l'estres dins dels protocols de tractament habituals. En relacié6 amb el primer
objectiu, no es va poder demostrar clarament aquesta qiiestio, en part degut a una serie de
limitacions metodologiques. En relacié amb el segon objectiu, es va trobar una tendencia (P = 0,05)
pel que fa ales diferéncies en els nivells de cortisol entre els grups. Concretament, el nivell de cortisol
en pél tendeix a ser més elevat en el grup de gats que mostraven canvis de comportament relacionats
amb l'estres (4,65+1,79 pg/mg) respecte al grup control (4,13+1,28 pg/mg). Tot i aixi, no es van
trobar diferéncies significatives entre els grups a I'evolucié dels nivells de cortisol en el temps (P =
0,59). Considerant aquests resultats, no sembla que la valoracid dels nivells de cortisol en pél sigui
un metode adequat per analitzar I'éxit de les intervencions utilitzades habitualment. Per altra banda,
el color del pél va tenir una influéncia significativa (P <0,0001), fet que suggereix que és necessari

tenir-ho en compte a I’hora de fer servir aquesta metodologia.

Por ultim, val a dir que durant el desenvolupament d’aquests capitols es van detectar importants
inconsisténcies en relacié amb la terminologia emprada a la literatura a 'hora de descriure els
comportaments defensius en contexts d’amenaca. Per exemple, en el cas concret del freezing
existeixen multiples definicions que varien lleugerament entre els diferents estudis. El fet d’emprar
una o altra pot arribar a condicionar en certa mesura els resultats obtinguts. Aquesta problematica
va impulsar el desenvolupament de I'tiltim capitol d’aquesta tesi, centrada en abordar la importancia
d’evitar les etiquetes esbiaixades i d’aplicar definicions precises. En la mateixa linia, es van plantejar
les conseqiiencies que es poden generar como a conseqiiéncia de l'extensa preséncia de

I'antropomorfisme en el camp del benestar animal y en el context de I'etologia clinica.



ABSTRACT

Behavioural problems in which stress is involved can have multiple consequences for both animals
and the human-animal bond. It is, therefore, necessary to have adequate indicators so as to be able
to scientifically assess the impact of stress on the domestic animals with which we live, as well as to
assess how these indicators evolve during the application of treatment protocols. The analysis of

cortisol levels in hair, thus, represents a novel and methodologically advantageous method.

Given this background, we set out to explore two main objectives in this thesis. On the one hand, to
evaluate the effect of predictability on behavioural and physiological defence responses as a result of
stress derived from the application of an aversive stimulus. And, on the other hand, to analyse the
potential for using cortisol determination in hair to assess the success of strategies aimed at reducing
stress within the usual treatment protocols. In terms of the first objective, this issue could not be
clearly demonstrated, in part due to a series of methodological limitations. In relation to the second
objective, a tendency was found (P = 0.05) in terms of differences in cortisol levels between groups.
Specifically, cortisol levels in hair tended to be higher in the group of cats that showed behavioural
changes related to stress (4.65 +1.79 pg/mg) with respect to the control group (4.13 +1.28 pg/mg).
However, no significant differences were found between the groups in the change in cortisol levels
over time (P = 0.59). Considering these results, it does not seem that the assessment of cortisol levels
in hair is an adequate method for analysing the success of the interventions most commonly used. In
addition, hair colour had a significant influence (P <0.0001), which suggests that it is necessary to

take this into account when using this methodology.

Finally, it should be noted that, in writing this thesis, important inconsistencies were detected
regarding the terminology used in the literature when describing defensive behaviours in
threatening contexts. For example, in the specific case of freezing there are multiple definitions that
vary slightly between different studies. Using one over another could determine the results obtained
to some extent. This problem prompted the discussion in the last chapter of this thesis focused on
addressing the importance of avoiding biased labels and applying precise definitions. Similarly, the
issues that can arise as a result of the widespread presence of anthropomorphism in the field of

animal welfare and in the context of clinical ethology were also raised.
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1. ESTRES: ASPECTOS GENERALES

1.1.Definicion de estrés

El término estrés esta absolutamente integrado en el vocabulario cotidiano de la gente. El hecho de
que sea una palabra tan comdn posiblemente haya desvirtuado en parte su significado. En este
sentido, de manera similar a lo que ocurre con otros conceptos vinculados al estudio del
comportamiento, existe una dualidad de opiniones con respecto alaidoneidad de emplear en ciencia
los mismos términos que son de uso tan frecuente en el lenguaje coloquial. Por un lado, la opinién
popular representa en buena medida una ventana a los asuntos que interesan a las personas, por lo
que conviene tenerla presente. En consecuencia, hoy dia el estrés es considerado uno de los
problemas mds importantes asociados al estilo de vida actual de los llamados paises desarrollados.
Sin embargo, por otro lado, debemos ser cuidadosos a la hora de adoptar esta misma terminologia

para los procesos que estudiamos (Fletcher, 1995).

En relacion con esto, se ha intentado establecer un concepto cientifico de estrés a lo largo del tiempo
y desde multiples disciplinas. Este hecho ha marcado la evolucién del concepto, pues se nutre
continuamente de los constantes avances neurobioldgicos, asi como de las ciencias cognitivas. No
obstante, uno de los principales problemas en el campo del estudio del estrés ha consistido
precisamente en como definirlo y, de hecho, todavia hoy existe una amplia discusién sobre esta

cuestion (Levine, 2005).

La base de la vision actual del concepto de estrés la proporcionaron Claude Bernard, Walter B.
Cannon y Hans Selye. En la segunda mitad del siglo XIX el fisidlogo francés Claude Bernard introdujo
el concepto de medio interno, necesario, a su vez, para el desarrollo del término de la homeostasis,
descrito por Cannon mas de medio siglo después. Este concepto, que hace referencia a los procesos
de regulacion que mantienen dentro de rangos aceptables las propiedades del medio interno, fue
fundamental para el desarrollo ulterior del término estrés (Goldstein, 2007). Ademas, Cannon
introdujo por primera vez el concepto de lucha y huida tras afios explorando el papel del sistema
nervioso autéonomo en el control de la fisiologia corporal en circunstancias desafiantes (Brown and
Fee. 2002). Tiempo después Selye definié el estrés como “la respuesta no especifica del cuerpo frente
a cualquier demanda sobre é1” (Selye, 1974). Asimismo, describid tres fases de respuesta de estrés

incluidas en lo que denomind “Sindrome general de adaptacion” (Selye, 1936): la fase de alarma
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(movilizacién de los recursos energéticos del organismo), la fase de resistencia (periodo adaptativo

en el que el individuo hace frente al estresor) y la fase de extenuacién (agotamiento del organismo).

En este marco, los resultados que obtuvo Selye en sus estudios usando diferentes extractos de tejidos
en ratas - en los que sistematicamente hallaba un incremento del tamafio de la glandula adrenal -, le
llevaron a considerar que el eje hipotalamo-hip6fisis-adrenal era una de las bases de la respuesta de
estrés (Selye, 1956). Como resultado del trabajo de ambos investigadores se estableci6 que la
respuesta de alarma, tal como la denominé Selye, estaba controlada por dos ejes fisioldgicos
complementarios. Por un lado, el eje simpatico-adrenomedular, que involucra al sistema nervioso
simpatico y, por otro, el eje pituitario-adrenocortical, que implica la liberacién de glucocorticoides

desde la corteza adrenal.

Posteriormente, una contribucién importante al concepto de estrés vino de la mano del
neuroendocrinélogo McEwen, quien incorpord el término alostasis. Esta, en contraste con la
homeostasis, representa mas bien un estado cambiante en el proceso de adaptacion del cuerpo ante
la exposicion a diversos estresores (McEwen, 2000). El coste de mantener esta regulacion alostatica
se denomina carga alostatica, que de ser excesiva o prolongada en el tiempo puede conllevar

consecuencias patolégicas (McEwen and Wingfield, 2003).

No obstante, tal como se sefialaba anteriormente, a pesar de los avances conseguidos en el estudio
del estrés alin hoy existe discusion al tratar de establecer un concepto cientifico. Una de las razones
por las que resulta complicada esta cuestion es que reamente se esta utilizando este término para
definir un concepto compuesto y multidimensional (Le Moal, 2007). Este engloba varios
componentes, como la informacién de entrada (el estimulo estresante o estresor), los sistemas de
procesamiento (incluyendo la experiencia subjetiva) y la respuesta de estrés, asi como la interaccién
entre ellos (Levine, 2005). En este sentido, gran parte de las definiciones halladas sobre el estrés

incluye alguno de estos componentes.

Teniendo en cuenta el marco en el que se desarrolla esta tesis, consideramos que aquellas
definiciones de estrés que incluyen el matiz distintivo entre alteracién real y potencial son las mas
apropiadas. Un ejemplo de ello es la definicién propuesta por (McEwen, 2007), segtin la cual el estrés
puede definirse como una amenaza real o interpretada para la integridad fisiolégica o psicologica de
un individuo que resulta en respuestas fisiologicas y de comportamiento. Este matiz de que el dafio
puede ser real o potencial - en el sentido de que esté ocurriendo en el momento o que pueda ocurrir
- es importante para entender la transicion del concepto de estrés de tipo fisico al que tiene una

implicacién mas emocional. Es decir, permite distinguir entre los estimulos fisicos o sistémicos (como
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la hipovolemia o la hipoglucemia), que provocan una alteraciéon directa de la homeostasis, y los
estimulos emocionales o psicoldgicos, que provocan una respuesta anticipatoria. De hecho, aunque
los estudios clasicos como los de Selye se basaron principalmente en la influencia de estimulos fisicos,
el trabajo posterior de muchos autores — asi como la tendencia actual - se ha focalizado mas bien en

la importancia de los factores estresantes psicoldgicos.

1.2. Categorias de estimulos estresantes y respuestas asociadas

Retomando la idea del ultimo parrafo, actualmente la clasificacion mas aceptada reconoce dos
categorias de estimulos estresantes: fisicos o sistémicos y emocionales o psicolégicos (Kovacs et al.,
2005). No obstante, cabe indicar que estas categorias no son excluyentes, por lo que también

encontramos estimulos que pueden tener tanto un componente fisico como emocional.

Conviene tener en cuenta esta cuestion, pues en funcién del estimulo se encontraran diferencias tanto
en el tipo de respuesta desencadenadas (reactivas versus anticipatorias) (Herman et al., 2003), como
a nivel del procesamiento dentro del sistema nervioso central (Pacdk and Palkovits, 2001; Kovacs et
al.,, 2005). Esta diferencia del procesamiento cerebral entre estimulos sistémicos y emocionales
queda claramente ilustrada en un estudio de Li y colaboradores en el que utilizaron c-fos como
marcador de actividad neuronal (Li et al., 1996). En dicho trabajo evidenciaron que un estimulo
fundamentalmente emocional se procesaba en areas telencefalicas y de ahi la informacion llegaba a
través de una via descendente al ntcleo paraventricular del hipotalamo. Sin embargo, en el caso del
estimulo sistémico el procesamiento era radicalmente opuesto, pues primero tenia lugar a nivel del
tronco del encéfalo y de ahi se transmitia al nicleo paraventricular. Considerando estas notables
diferencias, esta clasificaciéon resulta especialmente ttil en investigacién para escoger de forma

adecuada el modelo con el que trabajar.

Dentro de los estimulos fisicos podemos citar desde cambios en sefiales homeostaticas, como la
estimulacién de quimiorreceptores por un descenso en los niveles de oxigeno o variaciones en
barorreceptores por alteraciones en la presién osmdtica de la sangre como consecuencia de una
deshidratacion, a cambios en sefiales inflamatorias, como la liberacion de citoquinas a la circulacién
durante un proceso inflamatorio. En definitiva, esta categoria incluye aquellos estresores que
provocan una alteracion directa de la homeostasis que activa circuitos subcorticales autondmicos y
que generan una respuesta adaptativa sin una contribucién cortical significativa (Pacak and
Palkovits, 2001). Por tanto, este tipo de estimulos desencadenan respuestas reactivas, esto es,

generan una reaccion frente a una alteracion homeostatica real.
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En cuanto a los estimulos emocionales, en contraposicion a los sistémicos, provocan respuestas
anticipatorias generadas en ausencia de un desafio fisiol6gico (Herman et al., 2003). Es decir, en este
caso la respuesta se desencadena ante la probabilidad o expectativa de que pueda necesitarse.
Logicamente, este tipo de respuesta anticipatoria supone una ventaja con respecto a la que se genera
cuando el dafio ya estd instaurado. Estas respuestas anticipatorias se producen a través de dos
programas: los innatos y los de memoria (mecanismos de condicionamiento) (Herman et al., 2003).
Dentro de los estimulos estresantes que generan respuestas anticipatorias a través de programas
innatos encontramos ejemplos como la presencia directa o indirecta de un depredador, los espacios
abiertos para algunas especies o los entornos novedosos/desconocidos. Cabe sefialar que la
idoneidad del término innato ha suscitado debate a lo largo de los afios (Blumberg, 2017). Debido a
que la experiencia afecta a la expresiéon de lo programado a nivel genético, parece que los limites
entre los comportamientos aprendidos y los innatos se han diluido (LeDoux, 2015). De hecho, segun
algunos autores este término en ningun caso es apropiado en las ciencias del comportamiento
actuales (Bateson and Mameli, 2007). No obstante, tal como apunta LeDoux (2015), determinados
comportamientos son claramente mas dependientes que otros de las predisposiciones bioldgicas
dentro de una especie y la posibilidad de que puedan ser aprendidos parece dificil. Un ejemplo que
puede encontrarse en el marco de esta tesis es el de la congelacion o freezing, que forma parte de la
respuesta defensiva del individuo frente a las amenazas (LeDoux, 2000). Por tanto, aunque el debate
persiste, hoy dia son numerosos los autores que han optado por mantener el uso del concepto de

innato.

Por otra parte, dentro de las respuestas anticipatorias generadas a través del aprendizaje se
encuentran las causadas por mecanismos de condicionamientos clasico. En este tipo de aprendizaje
asociativo, descrito por primera vez por Ivan Pavlov, un reflejo innato pasa a estar bajo el control de
un nuevo estimulo (Gluck et al., 2007). Dentro del condicionamiento clasico cabe destacar el
condicionamiento del miedo (Bouton and Bolles, 1980), en el que un estimulo en origen inocuo se
combina con otro aversivo, de manera que se establece una asociacion. De esta manera, el estimulo
originalmente neutro pasa a ser un estimulo condicionado capaz de provocar una respuesta refleja
similar al estimulo aversivo incondicionado. Esta variante del condicionamiento clasico es muy
utilizada como herramienta de investigacion. En relacidn con esto, es importante sefialar que en los
ultimos afios algunos investigadores han propuesto un cambio de terminologia, pasando del
concepto de condicionamiento de miedo al de condicionamiento de amenaza (LeDoux, 2014). La
autora de esta tesis muestra preferencia esta segunda opcién, por lo que en lo que resta de

documento se seguira dicha terminologia.
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1.3.Respuesta de estrés

Este apartado representa una muy breve descripcion del sistema de estrés cuya finalidad consiste
principalmente en poner en contexto al lector. No obstante, los factores neuroendocrinos implicados
en la respuesta de estrés son complejos y numerosos (Joéls and Baram, 2009) y su explicacién

detallada se aleja del objetivo de esta tesis.

La exposicion a estimulos estresantes, sean sistémicos o emocionales, conlleva la activacién de dos
sistemas neuroendocrinos fundamentales: el eje hipotaldmico-simpatico-adrenomedular y el eje
hipotaldmico-pituitario-adrenocortical (HPA) (Romero and Butler, 2007; Habib et al., 2001). La
respuesta del eje hipotaldmico-simpatico-adrenal es inmediata, se produce en cuestién de segundos.
Sin embargo, el eje hipotaldmico-pituitario-adrenal es mas lento y no se expresa por completo
durante minutos o incluso horas (Sapolsky et al., 2000). La activacién de estos dos ejes es comun a
todas las situaciones de estrés y, por tanto, este papel central los sitiia en el punto de mira de las
consecuencias patoldgicas alargo plazo. Por este motivo, la mayoria de los trabajos relacionados con

el estrés se han focalizado en estudiar y caracterizar con detalle ambos sistemas neuroendocrinos.

La activacion de eje hipotalamico-simpatico-adrenomedular provoca una respuesta rapida de la
division simpatica del sistema nervioso vegetativo que da lugar a la liberacién de catecolaminas
(adrenalina y noradrenalina) (Charmandari et al., 2005). La actividad simpatica y las catecolaminas
movilizan energia corporal y preparan para la accion. Esto se consigue a través de la induccién de la
glucogendlisis hepatica, asi como del aumento del ritmo cardiaco y la presién sanguinea, lo que
incrementa el flujo de sangre a través del sistema circulatorio para favorecer el aporte de energia a
los musculos. Esto se corresponde con la clasica respuesta de lucha y huida descrita por Cannon a
principios del siglo XX. Sin embargo, las catecolaminas también inhiben procesos que, como la
digestion, pueden resultar superfluos durante una situacién de emergencia (Romero and Butler,

2007).

Por otra parte, la activacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenocortical, de reaccion mas lenta, se
inicia en el nucleo paraventricular del hipotalamo. En concreto, cuando un individuo percibe un
estresor se provoca la liberacién de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la arginina-
vasopresina (AVP) a nivel del nucleo paraventricular del hipotalamo. Estas hormonas estimulan la
liberacién de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) en la circulacion sistémica, que, a su vez, actua
sobre la corteza adrenal induciendo la sintesis y secrecion de glucocorticoides (cortisol o

corticosterona en funcién de la especie) (Myers et al,, 2012). Los glucocorticoides provocan cambios
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sustanciales ejerciendo numerosas acciones metabdlicas en el organismo, ademas de desempefiar un
importante papel a nivel del sistema cardiovascular, el sistema inmunitario, los procesos
inflamatorios, la reproduccién y el crecimiento, entre otros (Tsigos and Chrousos, 2002; Romero and
Butler, 2007). En relacién con esto, Sapolsky y colaboradores distinguen dos clases de acciones de
los glucocorticoides: las moduladoras y las preparatorias. Dentro de las acciones moduladoras a su
vez proponen una subdivisién: permisivas, supresoras y estimuladoras (Salposky et al.,, 2000). La
categoria de las acciones permisivas se relaciona con las respuestas fisiolégicas inmediatas, como los
efectos metabdlicos que llevan a un aumento de la disponibilidad de energia y el incremento del ritmo
cardiaco. Las acciones supresoras se inician al menos una hora después del comienzo de la situacién
de estrés y aqui se incluyen los mecanismos inhibitorios sobre las respuestas inflamatoria e
inmunoldgica, asi como la actividad el propio eje HPA con el objetivo de prevenir las consecuencias
negativas de una respuesta exagerada o sostenida. Por su parte, las acciones estimuladoras ocurren
de igual modo con demoras de al menos una hora y actiian amplificando las respuestas del organismo
al estrés. Por ultimo, las acciones preparatorias son aquellas que no estan involucradas en la
respuesta inmediata, sino que modulan la respuesta del organismo a un estresor posterior. Con lo
cual seran de especial relevancia al valorar los efectos a largo plazo de la exposicion a situaciones

estresantes.

Volviendo a la definiciéon de estrés de Selye citada anteriormente, uno de los aspectos que ha
generado mayor debate en este campo es lo referente a la inespecificidad de la respuesta frente a las
diversas situaciones. Actualmente algunos autores proponen que la exposicién de un organismo a un
estresor sistémico puede provocar dos tipos de respuestas fisioldgicas (Armario, 2006). Por un lado,
una especifica frente al estimulo particular y no relacionada con las propiedades estresantes del
mismo y, por otro lado, una respuesta no especifica comun a todos los estimulos estresantes. De
forma que de primeras se desencadenaria una respuesta homeostatica especifica adecuada para cada
situacién concretay solo en el caso de que dicha situaciéon no pudiera resolverse con los mecanismos
homeostaticos normales, entonces se dispararia la respuesta no especifica. Esta ultima, que
representaria lo que de forma habitual se denomina respuesta de estrés, incluiria tanto al eje
hipotalamico-simpatico-adrenomedular como al eje hipotalamico-pituitario-adrenocortical. De tal
manera que la valoracion de la respuesta fisiolégica en una situaciéon determinada podria constituir

la suma de ambos tipos de respuesta: la especifica y la inespecifica.

Por otra parte, los estimulos de tipo emocional aparentemente muestran un patrén mas similar
(Armario, 2006; Pacak and Palkovits, 2001). Por tanto, hoy por hoy no parecen existir caracteristicas

fisiolégicas fiables de especificidad emocional.
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2. FACTORES QUE MODULAN LA RESPUESTA DE ESTRES

Las situaciones estresantes forman parte de la vida de los organismos y la respuesta de estrés
proporciona mecanismos para afrontar dichas situaciones. En consecuencia, el estrés no debe
considerarse como algo inherentemente negativo. Cuando el individuo que se enfrenta a la situaciéon
estresante no puede adaptarse con éxito, asi como afrontar o habituarse al estresor, el estrés pasa a

ser una circunstancia perjudicial (Moberg, 2000).

Existen una serie de variables que modulan la respuesta de estrés y que determinan en buena medida
el impacto negativo de la exposicién a un estimulo estresante. Algunos de estos factores estan
relacionados con las caracteristicas particulares del estimulo estresante y otros con las

caracteristicas propias del animal (Armario, 2006).

2.1. Caracteristicas del estimulo estresante

2.1.1. Intensidad del estimulo estresante

En principio, lo esperable es que las consecuencias fisioldgicas y patoldgicas de los factores
estresantes estén relacionadas con su intensidad. Afortunadamente, esta es una variable
relativamente facil de controlar para su estudio a nivel de laboratorio. De hecho, hay autores que
discriminan entre los pardmetros fisioldgicos y conductuales sensibles a determinados estimulos
estresantes (marcadores de estrés) y aquellos que responden proporcionalmente a la intensidad del
estresor (marcador de intensidad de estrés) (Armario et al.,, 1986). Esta discriminacion es importante
considerarla a la hora de analizar variables, pues, aunque existen un gran numero de ellas sensibles

al estrés, pocas pueden considerarse marcadores de intensidad.

2.1.2. Duracion de la situacion de estrés

Las consecuencias del estrés también dependen de la duraciéon de la exposicion a los estresores
(agudo versus crénico). Generalmente se considera que el estrés agudo supone una exposicion
relativamente breve a un Unico estresor, lo que permitiria que la respuesta de estrés pudiera
responder de forma adecuada. Por el contrario, tradicionalmente se ha considerado que el estrés
cronico representa una amenaza para el organismo por sobrecarga homeostatica (Romero et al.,

2009) debido a la elevada demanda de recursos biologicos (Moberg, 2000).
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2.1.3. Controlabilidad

El control es una importante variable en la modulacién de la respuesta de estrés. La falta de control
(uncontrollability) se produce cuando la probabilidad de un evento concreto no cambia, con
independencia de las acciones que el individuo desarrolle (Seligman et al., 1971). Esta incapacidad
para influir sobre el curso de la situacion estresante es un factor destacado en la aparicion de los
efectos negativos del estrés y en la capacidad posterior del individuo para escapar o evitar dicha
situacion en el futuro. Con respecto a esto, Seligman y Maier fueron pioneros en el estudio de la
pérdida de control ante la exposicion de estresores y la apariciéon de indefensiéon aprendida (Maier
and Seligman, 1976). El modelo animal de indefensién aprendida es adecuado para distinguir los
efectos nocivos del estimulo estresante en si (como un choque eléctrico) de los efectos del control
sobre la situacién de estrés. Lo que se ha observado en este modelo es que los animales sometidos a
choques eléctricos inescapables muestran problemas para aprender posteriormente una tarea de
escape, lo que no ocurre con los individuos que si pueden controlar la aparicién del estresor mediante
una accion determinada. En este marco, hay estudios que incluso sugieren que el control de las
situaciones mediante comportamiento activo seria mas efectivo que la extincién a la hora de evitar
que el estimulo amenazante desencadenara de nuevo reacciones defensivas mediante los fenémenos

de recuperacion espontanea y de reinstauracion (Amorapanth et al., 2000).

2.1.4. Predictibilidad

Otra variable que modula marcadamente la respuesta de estrés es la capacidad de predecir lo que va
a ocurrir (Weinberg and Levine, 1980; Koolhaas et al., 2011). Son numerosos los estudios que
demuestran la preferencia de los animales por los estimulos aversivos predecibles (Mineka and
Kihlstrom, 1978; Fanselow, 1980), el impacto de los eventos estresantes impredecibles (Weiss, 1970;
Mineka and Hendersen, 1985), asi como la reducciéon de los efectos del estrés a través de la
predictibilidad (Seligman et al, 1971; Foa et al, 1992). En este contexto, las medidas que
habitualmente se utilizan para examinar los efectos de la predictibilidad en contextos aversivos
incluyen la valoracion del eje HPA, los efectos sobre la salud fisica (ulceracion gastrica y anorexia) y
las pruebas de preferencia (Bassett et al., 2007). En relaciéon con las consecuencias de los eventos
estresantes impredecibles, el grado de ulceracion gastrica parecer ser la variable mas sensible para
discriminar entre un choque eléctrico predecible y uno impredecible (Abbott et al, 1984). Sin
embargo, la activacién diferencial del eje HPA en funcion del grado de predictibilidad parece ser mas

controvertida (Armario, 2006). Por otra parte, los sistemas neuronales implicados en las respuestas
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ante estimulos aversivos predecibles e impredecibles parecen ser distintos, a pesar de haber

superposicion entre ellos (Davis, 2006).

No obstante, cabe indicar que con frecuencia la capacidad de predecir por si sola no permite evitar el
estresor, mas bien consigue cambiar su percepcion (Sapolsky, 2004). En este sentid o, algunos autores
sugieren que la relacién entre la controlabilidad y la predictibilidad es tan estrecha que la
comprension total de uno de estos factores depende de la del otro (Mineka and Hendersen, 1985).
Por su parte, otros consideran la controlabilidad y la predictibilidad como términos centrales en la
definicion de estrés (Koolhaas et al, 2011). En cualquier caso, ambos factores han adquirido un
especial protagonismo en la investigacion, en parte posiblemente porque influyen en las estrategias

de afrontamiento de los individuos para tratar de reducir el impacto de la situacién estresante.

En otro orden de ideas, el hecho de que las situaciones ambiguas puedan ser mas estresantes no
siempre se tiene en cuenta en el contexto de la etologia clinica. Tal y como algunos autores sugieren,
es posible que los tratamientos clasicos de determinados problemas de comportamiento frecuentes

de los animales domésticos no estén en concordancia con la teoria del estrés (Amat et al., 2014).

2.1.5. Incertidumbre

Esta variable hace referencia a la probabilidad de que un evento ocurra. La incertidumbre y la
imprevisibilidad son muy similares y con frecuencia se utilizan indistintamente. No obstante, son
conceptos con connotaciones ligeramente diferentes. Entre otras cuestiones, el de la incertidumbre
incluye aspectos subjetivos de la experiencia fenoménica del individuo, por lo que aparece con mas
frecuencia en la literatura sobre la ansiedad humana. Por su parte, la imprevisibilidad se utiliza mas

comunmente en estudios controlados de laboratorio (Grupe and Nitschke, 2013).

2.2. Caracteristicas propias del animal

Los diferentes sistemas biolégicos son complejos y tienden inexorablemente a la variacion entre los
individuos de una misma especie. Concretamente, el concepto de las diferencias individuales hace
referencia a las variaciones en el comportamiento que caracterizan a los individuos y que los
distinguen de otros de su misma especie, que se mantienen en el tiempo y en los contextos y que no
se pueden atribuir simplemente a la edad o el sexo (Manteca and Deag, 1993). La investigacion sobre

esta variabilidad comportamental entre los individuos ha despertado gran interés y ha generado
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numerosos trabajos en distintos dambitos, incluyendo la produccién animal, el bienestar y la
conservacion, estudios de farmacologia, del comportamiento de riesgo y de la respuesta al estrés
(Boissy and Bouissou, 1995; Caspi el al.,, 1997; Carlstead et al,, 1999; Gartner and Powell 2012; Boyce
and Ellis, 2005; Ellis et al., 2006; McDougall et al,, 2006). En este sentido, conviene sefialar que en el
estudio de las diferencias de comportamiento se ha utilizado diferente terminologia: personalidad
animal (Dingemanse and Réale, 2005; Bell, 2007b), temperamento (Manteca and Deag, 1993; Réale
et al, 2007), estilos de afrontamiento (Koolhaas et al., 1999) y sindromes de comportamiento (Sih et
al., 2004; Bell, 2007a). La distincién entre estos términos es vaga y con frecuencia se utilizan de forma

analoga.

En relacién con el estrés, estd ampliamente reconocido que los individuos muestran una variabilidad
considerable, tanto en la respuesta fisiolégica a los estimulos estresantes como en la conductual
(Mormeéde et al., 2007; Koolhaas et al., 2007). Y, de hecho, algunos autores han apuntado a la
importancia de las estrategias de afrontamiento (coping styles) - asi como a la existencia de
variabilidad individual en dichas estrategias - en la influencia de la activacién del eje HPA en
respuesta al estrés (Lazarus, 2000). De forma general se han descrito dos tipos de estilos de
afrontamiento: los proactivos y los reactivos, caracterizados por el uso de estrategias activas o
pasivas, respectivamente, para enfrentar la situaciéon (Koolhaas et al., 1999). La evitacidn activa
puede generar tanto efectos beneficiosos como patoldgicos y parece que la controlabilidad seria el
factor que decantara la balanza en uno u otro sentido (LeDoux et al., 2017). En este aspecto, cabe
destacar que en los ultimos afios se ha incrementado el foco de atencion sobre las estrategias de
afrontamiento activas como parte de las intervenciones efectivas en los problemas relacionados con

el estrés y la ansiedad (Cain and LeDoux, 2007; Boeke et al., 2017).

Esta variabilidad individual en la respuesta de estrés es el resultado de la interaccion de factores
genéticos (Kloet et al.,, 2005) y ambientales, en especial las experiencias en etapas tempranas del
desarrollo (Seckl and Meaney, 2004; Francis et al., 1999). Con relacién a esto ultimo, Levine demostré
en un estudio clasico que las crias de rata a las que se separaba brevemente de la madre mostraban
una menor reactividad frente al estrés en la edad adulta (Levine, 1957). Este efecto parecia estar
causado por el incremento del cuidado maternal que recibian las crias al regresar (Francis et al,,

1999; Meaney, 2001).

Por otra parte, esta variabilidad también se manifiesta en diferencias individuales en la
vulnerabilidad al estrés (Ebner and Singewald, 2017) y a las patologias mediadas por el sistema

inmunitario (Koolhaas, 2008).
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3. CONSECUENCIAS & EFECTOS DEL ESTRES

3.1.Estrés como factor de riesgo de numerosas enfermedades

El posible impacto patologico de las hormonas del eje HPA es mas extenso que el de las del eje
hipotaldmico-simpatico-adrenomedular, lo que explica que la investigaciéon se haya focalizado
fundamentalmente en este sistema. De todas formas, mas alld del énfasis que se suele mostrar con
respecto alas consecuencias aversivas del estrés, hay que recordar que las respuestas a los estresores
agudos generalmente son adaptativas y potencialmente vitales para la supervivencia de los

individuos (Hollon et al.,, 2015).

En cualquier caso, los glucocorticoides suelen representar en la mente de la gente el papel principal
en cuanto a los efectos negativos del estrés. Y, de hecho, es cierto que estan asociados a buena parte
de estos efectos negativos cuando las respuestas son exageradas o duraderas. Aun asi, conviene
matizar que los glucocorticoides cumplen una funcién fundamental. En este sentido, Munck y
colaboradores ya sefialaron hace varias décadas que la funcidn fisiolégica de los aumentos en los
niveles de glucocorticoides inducidos por el estrés no consiste en actuar frente a la fuente de estrés
en si. Es decir, tienen poco que ver con la respuesta inicial que se activa frente a la situacién
estresante. Su funcién consistiria mas bien en actuar frente a las reacciones de defensa normales
activadas por el estrés, restaurando, por tanto, las alteraciones provocadas por la respuesta inicial
(Munck et al.,, 1984). En relacién con esto, hay que sefialar que en la naturaleza normalmente las
situaciones de estrés suelen ser de corta duracion, esto es, mas bien puntuales en cuanto al tiempo
que se mantienen (Sapolsky, 2004). Con lo cual, en este contexto, la liberacién de glucocorticoides
seria igualmente puntual. Las situaciones en las que dicha liberacion se produce de forma masiva o
prolongada en el tiempo estarian asociadas a contextos relacionados de forma directa o indirecta con
el modo de vida actual. Y este hecho se extenderia también a los animales que viven en condiciones
ambientales creadas por el ser humano (zoolégicos, granjas, laboratorios, etc.). En estos ambientes -
tan diferentes a los programados biolégicamente - posiblemente el efecto negativo de los
glucocorticoides predomina, decantando la balanza hacia las consecuencias adversas (Chrousos,

2009).

Actualmente se sabe que la activacién crénica de la respuesta de estrés constituye un factor de riesgo
para numerosas enfermedades - ademas de exacerbar las ya preexistentes -, como la hipertension,

la aterosclerosis, la diabetes, las alteraciones reproductivas y los trastornos afectivos (Sapolsky et al.,
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2000). Curiosamente, aunque el impacto del estrés en la salud humana esta ampliamente reconocido,
esto mismo esta poco estudiado en medicina veterinaria (Mills et al., 2014). De todas formas, en
determinadas patologias como la cistitis idiopatica estd ampliamente documentado el papel del
estrés como factor desencadenante (Cameron et al, 2004; Westropp and Buffington, 2004;
Buffington et al., 2006; Defauw et al., 2011). La cistitis idiopatica es la causa mas frecuente dentro de
los problemas que afectan a las vias urinarias inferiores en gatos y es una patologia con un importante
componente de dolor (Forrester and Towell, 2015). De igual modo, la anorexia en esta especie puede
ser debida a una respuesta de estrés y constituye un problema potencialmente grave (Dimski and
Taboada, 1995). Ademas, los gatos con niveles de estrés elevados podrian tener una mayor
propension a desarrollar infecciones del tracto respiratorio superior (Tanaka et al., 2012). Por otra
parte, algunas patologias dermatolégicas parecen estar afectadas por el estrés (Virga, 2003), asi

como diversos problemas gastrointestinales (Enck, 1992).

3.2.Estrés y sistema inmunitario

Larespuesta de estrés y la respuesta inmunolégica parecen tener un origen comun y esto explica que
haya una correlacién bastante evidente en la regulacion al alza de ambos sistemas. Los mecanismos
de la respuesta de estrés pudieron haberse desarrollado inicialmente como respuestas de defensa
local a estimulos ambientales nocivos. A medida que el sistema nervioso fue incrementando su
complejidad ambos sistemas pudieron ir disocidndose. De modo que cada uno fue especializandose
de forma mas especifica en determinadas funciones (Ottaviani and Franceschi, 1998; Black, 2003),

pero continuaron funcionando de manera integrada.

A este respecto, los glucocorticoides y las catecolaminas influyen en la funcién de los leucocitos y las
células inmunitarias accesorias. Asimismo, suprimen la secrecién de citoquinas proinflamatorias y a
la inversa, es decir, dichas citoquinas estimulan el sistema de estrés aumentando los niveles de
glucocorticoides, suprimiéndose, por tanto, la respuesta inflamatoria y evitando asi un exceso de
activacion de esta (Chrousos, 2009). En situaciones de estrés cronico esta disfuncion del sistema
inmunolégico puede incrementar el riesgo de padecer infecciones y ciertos trastornos autoinmunes

(Elenkov and Chrousos, 1999; Chrousos, 2000; Romero and Butler, 2007).
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3.3.Efectos del estrés sobre el sistema nervioso central

3.3.1. Estrés ambiental perinatal

Son numerosos los estudios en diferentes especies que sefialan que el hecho de que las madres
experimenten estrés durante la gestacion puede producir alteraciones en la fisiologia y en la
conducta de las futuras crias (Weinstock, 2008; Del Giudice, 2012; Herpfer et al,, 2012). Uno de los
mecanismos que subyacen a estos efectos prenatales del estrés es la respuesta del eje HPA del feto,
que incrementa sustancialmente los niveles plasmaticos de la hormona adrenocorticétropa debido
al aumento sostenido de los glucocorticoides de la madre. Por otra parte, el cuidado maternal
alterado también puede turbar el desarrollo de la descendencia. Con el objetivo de discernir el efecto
del estrés ambiental prenatal del de la conducta de la madre, en un estudio llevado a cabo por Del
Cerro y colaboradores utilizaron un disefio de cruce de camadas o adopcién temprana (Del Cerro et
al.,, 2010). Este disefio basicamente consiste en intercambiar las camadas de las madres estresadas a
las no estresadas - y viceversa - justo tras el nacimiento. Un interesante resultado que obtuvieron
fue que las hijas de las madres estresadas que habian sido criadas por madres no estresadas
mostraban en la edad adulta respuestas maternales similares a las de las hijas de las madres no
estresadas que no habian sido cruzadas (es decir, que habian sido criadas por sus propias madres).
Estos hallazgos sugerian que los efectos del cruce de camadas habian compensado de algiin modo los
cambios hormonales y cerebrales provocados por el estrés gestacional de la madre. Por tanto, los
investigadores pudieron concluir que el cuidado materno adecuado durante el desarrollo temprano

de las crias podia contrarrestar los efectos perjudiciales del estrés ambiental prenatal.

En definitiva, las experiencias durante la vida postnatal temprana también pueden generar
diferencias en la respuesta de estrés de los individuos a largo plazo. Tal como se acaba de apuntar,
las variaciones en las interacciones materno-filiales durante estas etapas tempranas pueden modular
una amplia variedad de comportamientos, en parte debido a modificaciones que se producen en eje
HPA (Cameron et al, 2005). Por otro lado, se ha demostrado en ratas que la estimulacién tactil
temprana mejora las funciones motoras y cognitivas en la edad adulta del individuo. Asimismo,
provoca cambios a nivel cerebral como, por ejemplo, un incremento en la longitud dendritica y en la
densidad de espinas en la corteza prefrontal medial (Richards et al, 2012). Incluso parece que la
intervencion temprana con estimulacion tactil después de una lesion cortical mejora la recuperacion

impulsando cambios plasticos a nivel de la corteza (Kolb and Gibb, 2010).
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3.3.2. Aprendizaje y memoria

El estrés muestra dos caras en cuanto a su efecto sobre el aprendizaje y la memoria, mermando en
ocasiones estas capacidades y estimulandolas en otras. Ademas, puede afectar a todas las fases en las
que se construye la memoria (codificacion, consolidaciéon, recuperacién y reconsolidacion) (Schwabe
et al,, 2012). En este aspecto, se ha sugerido que cuando el agente estresante no esta vinculado con
el contexto de aprendizaje, ni ajustado en el tiempo con el evento que debe recordarse, perjudica los

procesos mnésicos (Joéls et al., 2006).

En situaciones altamente estresantes el cortisol liberado puede provocar alteraciones a nivel del
hipocampo y generar amnesia con respecto al propio evento (Shors, 2006; Kim et al, 2006;
Roozendaal et al., 2009). En este sentido, la mayoria de los estudios encuentran que las experiencias
estresantes se asocian con déficits en la recuperacion de la informacion, pero no en el aprendizaje en
si (Shors, 2006). Sin embargo, esas mismas hormonas son las que potencian, por ejemplo, el
condicionamiento de amenaza a nivel de la amigdala (Rodrigues et al., 2009; Roozendaal et al., 2009).
A este respecto, cabe senalar que existe una amplia evidencia que indica que en las experiencias
emocionalmente intensas las acciones sinérgicas de la adrenalina y los glucocorticoides regulan la
consolidacion de la memoria (Roozendaal and McGaugh, 2011; McGaugh, 2015). En este marco, la
mayor parte de la investigacién sobre la modulacién emocional de la memoria esta realizada en
roedores y humanos. Con todo, encontramos algin trabajo en perros que parece sugerir una mejora
en la memoria como efecto de la actividad ludica utilizada como evento excitante posterior a la

situacion de aprendizaje (Affenzeller, 2017).

4. IMPLICACIONES DEL ESTRES EN ETOLOGIA CLINICA

4.1.Problemas de comportamiento asociados

Las especies domésticas como el perro y el gato estan expuestas en su dia a dia a numerosas
circunstancias que pueden generarles estrés de forma puntual o mantenida en el tiempo. Y
concretamente el gato especialmente vulnerable a este tipo de situaciones. Algunas de las principales
causas que generan estrés en esta especie incluyen los cambios en el entorno, los ambientes
empobrecidos, la relacién entre el gato y las personas con las que convive, los conflictos entre gatos,

asi como la falta de control y previsibilidad (Amat et al., 2016).
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Por otra parte, muchos de los problemas de comportamiento que se tratan en la especialidad de
etologia clinica llevan asociada una respuesta de estrés (Manteca, 2003). En este aspecto, parece
existir una relacién evidente entre los trastornos compulsivos y el estrés (Landsberg et al,, 2003;
Luescher, 2003), asi como en el caso de la conducta de marcaje con orina, que puede aumentar en
circunstancias estresantes para el animal (Hart and Hart, 2014). Asimismo se ha sugerido dicha
relacion con la coprofagia, pues en concreto en perros se ha demostrado experimentalmente un
incremento de esta conducta en situaciones de estrés crénico (Beerda et al., 1999). Ademas, las
circunstancias que generan estrés parecen incrementar algunas formas de agresividad (Blanchard

and Blanchard, 2006; Kruk et al., 2004).

4.2.Limitacion de la eficacia de las terapias conductuales

El estrés no solo favorece el desarrollo de numerosos problemas de comportamiento, sino que
también puede dificultar la aplicacién de las medidas terapéuticas, asi como contribuir a una
evolucién mas pobre de los casos. Por un lado, como se mencionaba anteriormente, las experiencias
estresantes o emocionalmente excitantes generan memorias intensas y dificiles de modificar por su
efecto sobre el proceso de consolidacién (Roozendaal and McGaugh, 2011). Y estas experiencias
emocionalmente significativas pueden aparecer con relativa frecuencia en el dia a dia de los animales
domésticos. Por ejemplo, en las interacciones mal resueltas con las personas o con otros animales,

asi como en cuestiones cotidianas como ir a la clinica veterinaria.

Por otro lado, el estrés puede complicar la aplicacién de ciertos procedimientos que se utilizan en
etologia clinica, como la extincion. Este proceso normalmente hace referencia al debilitamiento de la
respuesta a un estimulo, el cual adquiri6 propiedades aversivas a través de mecanismos de
condicionamiento (Myers and Davis, 2002). En la extincidon, mediante la exposicion repetida al
estimulo condicionado en ausencia del incondicionado, se genera un aprendizaje nuevo capaz de
inhibir la memoria original de la asociacién entre el estimulo condicionado y el incondicionado
(Sotres-Bayon et al, 2006). La corteza prefrontal medial (CPFm), especialmente su regién
ventromedial, estd implicada en la regulacion a nivel de la amigdala de los cambios que se producen
durante la extincién (Morgan et al., 1993; Quirk and Beer, 2006; Kim et al., 2011). Precisamente se
piensa que las consecuencias del estrés sobre este proceso se deben al efecto de los glucocorticoides
sobre la funcién de la corteza prefrontal ventromedial (Diorio et al., 1993; Radley et al., 2006). En
concreto, Izquierdo y colaboradores demostraron que la exposiciéon a una situaciéon estresante

incontrolable (natacion forzada) - previa al procedimiento del condicionamiento de amenaza -
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retrasaba el aprendizaje de extincién con respecto a los controles y ademas provocaba una retraccién
significativa de las dendritas en la region infralimbica de la CPFm (Izquierdo et al., 2006). Por su
parte, en otro estudio también encontraron que la restriccién de una semana afectaba a la memoria

de extincion (Miracle et al., 2006).

5. EVALUACION DEL ESTRES

Segun Andrew Steptoe los efectos del estrés se manifiestan en cuatro dominios: la fisiologia, el
comportamiento, la experiencia subjetiva y la funcién cognitiva (Steptoe, 2007). A continuacién se

describen cada uno de ellos.

5.1.Respuesta fisioldgica

Tal y como se describi6 previamente, la respuesta al estrés desde la perspectiva fisioldgica incluye
las alteraciones del sistema neuroendocrino, el sistema nervioso auténomo y el inmunolégico.
Actualmente, el indicador fisiolégico méas utilizado para valorar la respuesta de estrés es la
concentracién de glucocorticoides como representacion de la activacion del eje HPA (principalmente
cortisol en perro y gato). Sin embargo, la valoraciéon de este pardmetro muestra complicaciones,
puesto que su incremento puede estar relacionado con situaciones que no perjudican el bienestar del
individuo, como las conductas de juego o el comportamiento sexual, entre otras (Broom and Johnson,
1993; Otovic and Hutchinson, 2015). Ademads, la secrecion de glucocorticoides muestra un
importante dinamismo asociado a un ritmo circadiano, observandose niveles mas elevados
coincidiendo con el inicio de la actividad (diurno en humanos y nocturno en animales como los
roedores) (Lightman and Conway-Campbell, 2010). Por otro lado, la fisiologia de la respuesta del
estrés presenta una gran variabilidad entre especies e incluso entre individuos de la misma especie
(Cockrem, 2013). Aun asi, a pesar de estas dificultades, el analisis de la actividad del eje HPA sigue

siendo actualmente una de las mejores formas de evaluar el estrés.
5.1.1. Matrices para detectar el cortisol

La concentracion de glucocorticoides puede medirse en diferentes matrices bioldgicas, como el
plasma, la saliva, las heces o el pelo. En el analisis comparativo de las diferentes matrices destacan ya
no solo cuestiones practicas, sino también diferencias en el monitoreo de la respuesta de estrés, pues

representan la actividad del eje HPA en diferentes periodos de tiempo (Mormede et al., 2007). Por
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ejemplo, tanto la medicién en sangre como en saliva permiten valorar cambios agudos en los niveles
de cortisol, pero no representarian medidas validas de estrés créonico (Cook, 2012). Por su parte, la
cuantificacion de los metabolitos del cortisol en heces supondria una situacién intermedia, ya que
representa un reflejo de la cantidad total de cortisol excretada en un lapso que oscina entre unas
horas y mas de un dia (Mdstl and Palme, 2002). En el caso del pelo y las plumas, estas matrices

permiten la valoracion del estado de estrés a largo plazo (Russell et al., 2012; Tall6, 2016).

A pesar de que el plasma es el tipo de muestra mas utilizada, presenta diversos problemas a nivel
metodolégico. Entre otras cuestiones, la concentracion plasmatica de glucocorticoides muestra una
gran variaciéon debido a los ritmos circadianos (Mormede et al., 2007), lo que puede complicar las
comparaciones entre muestras obtenidas en diferentes momentos del dia. Asimismo, los niveles de
glucocorticoides en plasma son especialmente sensibles a factores ambientales, como el propio

procedimiento necesario para la obtencion de la muestra (Beerda et al., 1996; Willemse et al., 1983).

Por otro lado, la valoracién de glucocorticoides mediante la recoleccién de saliva puede ser menos
invasiva que la toma de muestra de sangre y, al igual que esta, se puede utilizar para evaluar el estrés
agudo (Mormeéde et al, 2007). No obstante, también se ve afectada por el ritmo circadiano, a lo que
hay que afiadir la posible contaminacién de la sangre de la cavidad oral, que puede dar niveles

enganosamente elevados (Inder et al., 2012).

Tanto la sangre como la saliva entrarian dentro del concepto de matrices de un solo punto (Tallg,
2016). Es decir, constituyen matrices cuyas concentraciones de cortisol representan un momento
concreto de actividad del eje HPA. Las intermedias, como las heces, la orina o la leche acumulan
cortisol circulante, por lo que su valoracion representa la actividad del eje HPA durante un lapso
determinado. En concreto, la recoleccidon de heces para analizar los metabolitos de cortisol es un
método no invasivo muy utilizado para la evaluacion del estrés en diferentes especies (Mostl et al.,

1999; Schatz and Palme, 2001; Mostl et al., 2002).

Finalmente, las matrices acumulativas, como el pelo o las plumas, han ganado protagonismo en los
ultimos anos. Su principal ventaja es que los valores de cortisol son representativos de la actividad
del eje HPA alargo plazo (Russell et al.,, 2012; Tall6, 2016). Ademas, son matrices comodas en cuanto
al almacenamiento, pues no requieren condiciones especiales (Gow et al., 2010). Por otra parte,
aunque la recoleccion de este tipo de muestra no genera dolor en los animales y no es especialmente
invasiva, si podria producirse una situacion de estrés debido a la restricciéon de movimiento. En
cualquier caso, las concentraciones de cortisol no se ven influenciadas por el estrés generado durante

el proceso de muestreo (Koren et al., 2002).
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5.2.Comportamiento

Cuando los organismos se enfrentan a situaciones de estrés, aparte de su fisiologia, también ajustan
su comportamiento para afrontarlas. Por tanto, este representa otro dominio en el que se manifiesta
el estrés. Con frecuencia se valoran medidas del comportamiento espontaneo de los animales para
evaluar las tendencias de accidn en situaciones estresantes o emocionalmente excitantes (Paul et al,,
2005). En relacion con esto, las estrategias de afrontamiento hacen referencia a los esfuerzos del
individuo para resolver la situacion de estrés (Korte et al, 2005). Tal y como se mencioné
anteriormente, de forma general se han descrito dos estilos: el afrontamiento activo y el pasivo. A
grandes rasgos - y desde un punto de vista comportamental - las estrategias de afrontamiento
activas se caracterizan por un nivel de agresion elevado e intentos activos para contener o evitar el
estimulo estresante. Por el contrario, las estrategias de afrontamiento pasivas implican mdas bien
inmovilidad y bajos niveles de agresién (Koolhaas et al., 1999). El predominio de un tipo de estrategia
u otro estd determinado en gran medida por el propio organismo - existiendo, por tanto, una gran
variabilidad individual - y por el tipo de evento estresante (si es inescapable y la posibilidad de

control, entre otras cuestiones) (Dantzer, 2016).

Ademas de las medidas de comportamiento espontaneo, se han utilizado de forma habitual pruebas
conductuales que permiten estandarizar las condiciones experimentales. De hecho, este tipo de
pruebas constituyen el método mas objetivo para evaluar el comportamiento de los individuos en

situaciones de estrés y se han usado ampliamente en diferentes especies (Forkman et al., 2007).

Desde el punto de vista del bienestar animal, la observacién de los cambios en el comportamiento de
los animales puede utilizarse como método no invasivo para evaluar los efectos del estrés. Los
indicadores que suelen emplearse para valorar este aspecto incluyen la apariciéon de
comportamientos anormales, como las estereotipias o la apatia, asi como las alteraciones en la
frecuencia, duracion o intensidad de los comportamientos normales, como cambios en la ingesta de
alimentos y en el juego o en los comportamientos agresivos y afiliativos, entre otros (Manteca et al,,
2016). No obstante, el andlisis del comportamiento no estd exento de complicaciones, como, por
ejemplo, la alta variabilidad individual y la dificultad en la interpretaciéon que puede llevar a posibles

sesgos entre evaluadores (Rushen, 2000).
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5.3.Experiencia subjetiva

Las experiencias subjetivas hacen referencia a las experiencias privadas que experimentan los
individuos. Debido a que no pueden observarse de forma directa, parte de la comunidad cientifica
descarta su utilidad en la investigacién. Sin embargo, en investigacion humana este problema
metodologico es solventado en cierta medida gracias a los informes verbales (Frith et al,, 1999). Es
decir, las personas pueden explicar en qué consisten sus experiencias mentales. La falta de estos
reportes dificulta la verificaciéon de las experiencias subjetivas en los animales. El hecho de buscar
estas experiencias en especies no verbales implicaria aceptar que parte del comportamiento del
animal representaria un equivalente al informe verbal de una persona y esto, sin duda, supondria un
salto especulativo importante. En cualquier caso, la valoracion sobre las experiencias subjetivas de
los animales debe sustentarse sobre una metodologia rigurosa que evite la interpretacion sesgada de
los resultados. En este sentido, Heyes sefala la frecuente carencia de hipétesis alternativas bien

definidas y verificables en los estudios que indagan sobre estas cuestiones (Heyes, 2015).

5.4.Funcion cognitiva

El estudio de las manifestaciones del estrés a nivel de la funcién cognitiva abarca una amplia variedad
de procesos y se ha revisado desde diferentes disciplinas, proporcionando en ocasiones resultados
contradictorios (Mendl, 1999). Debido a la complejidad de este asunto, se consideraran inicamente
algunos aspectos basicos y se describirdn tangencialmente las alteraciones generales sobre los dos

sistemas mas estudiados: la memoria y la atencion.

Una respuesta esperable frente a un estimulo amenazante consiste en que el individuo centre la
atencion en la bisqueda del origen de dicho estimulo. Y, de hecho, efectivamente la deteccién de
amenazas provoca una mayor sensibilidad al entorno a través de un aumento de la atencién y de la
vigilancia. Este efecto en parte es consecuencia de la puesta en marcha de los sistemas de activacion
cerebral a través del nucleo central de la amigdala (Davis and Whalen, 2001). En investigacién animal
los niveles del comportamiento de vigilancia se han valorado generalmente en base al estado de
alerta general y la exploracidon visual (Paul et al., 2005). No obstante, cabe sefialar que la amigdala
también procesa estimulos apetitivos (Holland and Gallagher, 1999), por lo que esto se puede
traducir en un incremento del comportamiento de vigilancia en contextos no aversivos. Por otra

parte, este desvio atencional en presencia de amenazas resulta en un empobrecimiento del
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desempefio de otras tareas (Mendl, 1999), aunque realmente este tipo de pruebas controladas con

respecto a las funciones cognitivas se han empleado mas en investigacién humana.

Por ultimo, sefialabamos previamente que varias de las hormonas liberadas durante las situaciones
de estrés se relacionan tanto con la mejora como con la reduccién en las capacidades mnésicas.
Ademas se sabe que la percepcion del individuo puede ser determinante para experimentar algo
como una amenaza y, por tanto, ser considerado un factor estresante. Esto enfatiza la necesidad de
considerar los aspectos cognitivos y perceptivos del estrés, en cuanto al procesamiento de la
informacién ambiental, mas alld de las respuestas conductuales y fisioldgicas. Woodson y
colaboradores ilustraron esta idea en un estudio en el que utilizaron la exposiciéon a un depredador
y a una hembra sexualmente receptiva para provocar la activacién del eje HPA en ratas macho.
Encontraron un aumento equivalente en los niveles séricos de corticosterona en ambas situaciones,
pero Unicamente las ratas expuestas a los gatos mostraban una correlacion significativa entre los
niveles de corticosterona y la afectacién de la memoria de trabajo dependiente del hipocampo
(Woodson et al,, 2003). De todas formas, la valoracion del rendimiento de la memoria como indicador
de estrés puede resultar a veces complicada. Entre otras cosas, debido a que la modulacién emocional
de la memoria se puede producir también en contextos no aversivos, como, por ejemplo, ante

estimulos sexuales o aquellos relacionados con la alimentacion.

En conclusién, la presencia de cualquiera de las manifestaciones descritas en los apartados
anteriores de forma aislada no es evidencia directa de estrés (Armario, 2006). Por tanto, con el
objetivo de asegurar una correcta evaluacion de este, lo ideal es analizar siempre varios indicadores

(Moberg and Mench, 2000).
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Objetivos

El objetivo general de la presente tesis es el de avanzar en el estudio de las respuestas
comportamentales y fisioldgicas en situaciones de estrés en el perro y el gato enfocandolo al contexto

de los problemas de comportamiento.

Los objetivos especificos son los siguientes:

1. Examinar las respuestas conductuales y fisiologicas de los perros inducidas por la exposiciéon
a una situacion estresante basada en la aplicacién de un estimulo sonoro intenso de manera

repetida.

2. Evaluar el efecto de la predictibilidad sobre las respuestas defensivas comportamentales y

fisiologicas consecuencia del estrés derivado de la aplicacién de un estimulo aversivo.

3. Analizar la influencia de una serie de factores individuales y ambientales en la concentracién

de cortisol en el pelo.

4. Estudiar las diferencias en los niveles de cortisol en pelo entre individuos que muestran
cambios de comportamiento relacionados con el estrés en comparacién con aquellos que no

los presentan.

5. Valorar el uso potencial de la determinacion del cortisol en pelo para evaluar el éxito de las

estrategias dirigidas a reducir el estrés dentro de los protocolos de tratamiento habituales.
6. Revisar la terminologia empleada en la ciencia del comportamiento animal y en la etologia

clinica y plantear las consecuencias que se pueden generar como consecuencia de la

extendida presencia del antropomorfismo en estas areas.
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Capitulo 1

1. INTRODUCCION

Los animales que viven en entornos domésticos han de enfrentarse a condiciones ambientales muy
diferentes a las programadas bioldgicamente. Esto podria enfatizar las consecuencias aversivas que
pueden derivarse del estrés (Chrousos, 2009), pues en la naturaleza normalmente las situaciones
estresantes suelen ser de corta duracién (Sapolsky, 2004) y la respuesta que se activa otorga los
mecanismos necesarios para afrontar dichas situaciones. Sin embargo, en las ocasiones en las que el
individuo no puede adaptarse con éxito a los estresores que ha de enfrentar, el estrés pasa a ser una
circunstancia perjudicial (Moberg, 2000). Este hecho - dentro del contexto doméstico - facilita la
apariciéon de numerosos comportamientos indeseables cuyo estudio es importante por varias
cuestiones: por un lado, representan un factor de riesgo para el abandono y la eutanasia (Salman et
al.,, 1998; Scarlett et al., 1999) y pueden alterar el bienestar de los animales al generar estrés crénico
(Moberg and Mench, 2000) y, por otro lado, tienen un impacto notable sobre la salud publica (Sacks
etal.,, 1996), asi como consecuencias negativas con respecto al vinculo con los humanos (Houpt et al.,

1996).

En relacién con las circunstancias potencialmente estresantes que pueden afectar a los animales
domésticos, cabe senalar que muchas de ellas estan relacionadas con eventos impredecibles que
ademas no pueden controlar (Wiepkema and Koolhaas, 1993). Un ejemplo que puede ilustrar esta
cuestion es el de las experiencias que los perros y los gatos viven habitualmente en la clinica
veterinaria (Edwards et al,, 2019). En ese contexto el animal se encuentra en un entorno desconocido
en el que las manipulaciones e interacciones con el personal del centro aparecen de forma
relativamente imprevisible y en donde no pueden controlar ni predecir qué les va a ocurrir (Lloyd,
2017). En el ambiente del hogar esta imprevisibilidad y falta de control suelen ir asociadas con
frecuencia a cambios en las rutinas y a la inconsistencia en el manejo de los propietarios (Luescher
and Reisner, 2008; Arhant et al, 2010; Amat et al., 2016). Por otra parte, como es logico, la
instauracion de una mayor previsibilidad forma parte de los tratamientos de numerosos problemas
de conducta (Amat et al, 2018), en especial de aquellas terapias que implican la sefializaciéon o
advertencia de un evento aversivo. No obstante, particularmente en el caso de los perros, es posible
que el tratamiento clasico que se aplica en algunos problemas no esté en concordancia con la
importancia de capacitar al individuo para predecir lo que va a ocurrir (Amat et al,, 2014). El debate
concretamente se centra en la denominada ansiedad por separacién, que constituye un diagndstico
frecuente en perros remitidos a las consultas de comportamiento (Denenberg et al., 2005; Bamberger

and Houpt, 2006). Este problema aparece en los momentos en los que el animal es separado
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fisicamente de sus propietarios y pueden presentarse signos como la destructividad, eliminaciones,
vocalizaciones, hipersalivacién y jadeos, entre otros (Overall, 2013). Curiosamente, una de las
recomendaciones habituales consiste en establecer imprevisibilidad en las salidas de los propietarios
para reducir las respuestas anticipatorias de los perros en los momentos previos a dichas salidas
(Takeuchi et al., 2000; Sherman & Mills, 2008). Sin embargo, la eficacia de esta estrategia no ha sido
probada y, tal y como se sefialaba, parece entrar en contradiccién con respecto a los conocimientos

actuales sobre la influencia de la predictibilidad en la respuesta de estrés (Amat et al., 2014).

Centrandonos en esta cuestion concreta, cabe destacar que aunque tanto los eventos aversivos
predecibles como los impredecibles inducen estados negativos en los individuos (Fanselow, 1980),
son numerosos los estudios que demuestran la preferencia de los animales por los estimulos
aversivos predecibles (Mineka and Kihlstrom, 1978; Fanselow, 1980) e incluso la reduccién de los
efectos del estrés a través de la predictibilidad (Seligman et al,, 1971; Foa et al,, 1992). Ademas, las
consecuencias de la no sefializacion de los estimulos aversivos también pueden verse a nivel de
respuestas fisioldgicas como una mayor ulceracion, incrementos en la temperatura corporal o en la
conducta de defecacidn, entre otras (Weiss, 1970; Mezinskis et al, 1971). Asimismo, encontramos
estudios que relacionan la predictibilidad con medidas fisiologicas de estrés (Dess et al., 1983;

Galhardo et al., 2011; Smith et al., 2013; Madaro et al,, 2016).

En otro orden de cosas, existen diferentes modelos para analizar las respuestas anticipatorias y la
inhibiciéon conductual de los animales en situaciones desafiantes. En este sentido, los llamados
modelos animales de ansiedad se suelen agrupar en dos clases. Por un lado, aquellos que utilizan
paradigmas etolégicos e implican reacciones espontineas y naturales del individuo frente a
estimulos o situaciones estresantes que no entrafian explicitamente dolor o malestar. Y, por otro lado,
los modelos que involucran respuestas condicionadas del animal a eventos estresantes a menudo
dolorosos (Bourin et al, 2007). Dentro de los primeros se encuentra el test de open field, que
constituye una prueba frecuentemente utilizada para observar la actividad motora general, el
comportamiento exploratorio y las medidas de ansiedad de los sujetos de estudio (Kumar et al.,
2013). Por otra parte, el condicionamiento de amenaza - que entraria dentro de los modelos de
respuesta condicionada - es uno de los paradigmas mas utilizados para estudiar el comportamiento
defensivo. El condicionamiento de amenaza entra dentro del aprendizaje asociativo y constituye una
variante del condicionamiento clasico o pavloviano (LeDoux, 2015). Concretamente, en este tipo de
aprendizaje un estimulo en origen inocuo se combina con otro aversivo, estableciéndose una

asociacion. De esta forma, el estimulo originalmente neutro pasa a ser uno condicionado capaz de
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provocar una respuesta refleja similar al estimulo aversivo incondicionado. En cuanto al tema que
nos ocupa, este paradigma también se ha utilizado especificamente para examinar los efectos de la
imprevisibilidad, comparando las respuestas de los individuos en funcién de si anticipan un estimulo

aversivo predecible o uno impredecible (Grillon et al., 2006; Shankman et al., 2011).

Al mismo tiempo, la extensa literatura sobre el condicionamiento pavloviano muestra que el
condicionamiento se produce tanto con el estimulo condicionado especifico que predice el
incondicionado, como con el contexto en que ocurren los eventos (Rudy and O'Reilly, 1999). Es decir,
el contexto es en si mismo un estimulo condicionado que esta presente de forma continua. En relacién
con esto, conviene destacar que el contexto integra el conjunto de circunstancias alrededor de un
evento, incluyendo no solo las caracteristicas espaciales, sino también las temporales, los estimulos
interoceptivos y los contextos sociales (Maren et al., 2013). Asimismo, cabe sefialar que a nivel
cerebral existe una considerable evidencia de que las estructuras subyacentes al condicionamiento a
un estimulo condicionado especifico y al contexto se superponen solo parcialmente (Marschner et
al, 2008), siendo el hipocampo el principal encargado de la regulacién contextual del
condicionamiento de amenaza (Rudy, 2009; Maren, 2011). De hecho, la capacidad de discriminar los
contextos seguros se ve afectada en el trastorno del panico en personas debido a la alteracion de la
funcién hipocampal (Gorman et al., 2000). Referente a la predictibilidad, los eventos aversivos
sefialados (predecibles) provocan menos condicionamiento contextual que los no senalados
(impredecibles) (Fanselow, 1980; Grillon et al., 2004). De nuevo, esto puede adquirir trascendencia
clinica, pues Amat y colaboradores sugieren que podria incrementarse el condicionamiento al
contexto — refiriéndose al espacio en el que los perros han de quedarse solos - cuando estos no

pueden predecir la salida del propietario (Amat et al.,, 2014).

Por tultimo, aunque existen estudios en diferentes especies en los que se analizan los efectos de la
predictibilidad sobre la respuesta de estrés, incluidos roedores (Weiss, 1970; Smith et al., 2013),
peces (Galhardo et al,, 2011; Madaro et al, 2016) y seres humanos (Abbott and Badia, 1979; Lejuez
et al,, 2000; Shankman et al,, 2011), apenas encontramos estudios en la especie canina (Dess et al,,
1983). Si se tiene en consideracion la frecuencia de los problemas de conducta citados anteriormente

y sus consecuencias, parece importante profundizar en esta cuestion.

Los objetivos del capitulo consistieron, por un lado, en (1) examinar las respuestas conductuales y
fisiolégicas de los perros inducidas por la exposicién a una situacién estresante - basada en la

aplicacion de un estimulo sonoro aversivo - y, por otro lado, en (2) comprobar si, tal y como sucede
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en estudios realizados en otras especies, establecer predictibilidad reduce el efecto estresante del
estimulo aversivo. En ambos experimentos se utilizé el test de open field en combinacién con la
exposicién a un sonido de alta intensidad para valorar la respuesta de estrés. Para establecer la
diferencia entre los estimulos aversivos predecibles e impredecibles se utilizé un paradigma basado

en el condicionamiento pavloviano de amenaza.

2. MATERIAL & METODOS

Los trabajos experimentales se hicieron de acuerdo con la legislaciéon sobre proteccion de los

animales y bajo la supervisién del Comité de Etica.

2.1.Primer experimento: estudio piloto

2.1.1. Poblacion de estudio

Un grupo de 16 perros considerados sanos de la colonia de perros del servicio de nutricién de las
granjas de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Auténoma de Barcelona se utiliz6 en este
estudio. Todos ellos eran de raza beagle, ocho hembras y ocho machos. Dos de los animales fueron
excluidos por presentar una importante inhibicién conductual en el ambiente exterior y durante la
fase de habituacién que podia afectar al correcto desarrollo del experimento. Con lo cual, finalmente
fueron catorce los perros que formaron parte del estudio, siete de ellos machos (7/14) y siete
hembras (7/14), de edades comprendidas entre 5 y 8 afios. Del total de machos, cuatro formaron
parte del grupo control (4/7) y tres del grupo tratamiento (3/7). Con respecto al total de hembras,

tres formaron parte del grupo control (3/7) y cuatro del grupo tratamiento (4/7).

Los perros se alojaban generalmente en grupos de dos en funcién de la compatibilidad, en habitaculos
que median aproximadamente 3 x 2 metros y situados todos ellos en el mismo edificio. Se les
proporcionaba acceso libre al agua, la alimentacién era racionada y durante las tareas de limpieza de

las jaulas permanecian en grupo en un patio exterior.
2.1.2. Procedimiento

Se establecieron dos grupos experimentales y cada perro fue asignado de forma aleatoria en uno de
los dos grupos: grupo control (sin predictibilidad) (n=7) y grupo tratamiento (con predictibilidad)

(n=7). Se llevaron a cabo 36 sesiones con cada animal dentro del espacio del open field. En 32 de esas
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sesiones eran expuestos a un estimulo sonoro aversivo, con y sin predictibilidad en funcién del grupo
al que pertenecieran. Para el grupo control (sin predictibilidad) el estimulo aparecia de forma
imprevista. En cambio, en el grupo tratamiento la presentacién del sonido era sefialada mediante el
uso de un estimulo neutro (sonido de clicker). Este sonido en principio no produce una especial
reaccion en el individuo. Si inmediatamente después de su presentacién se aplica un estimulo
aversivo y esto se repite en diferentes ensayos, este estimulo originalmente neutro pasa a constituir
un estimulo condicionado. En el caso del presente estudio el sonido del clicker se reproducia un

segundo antes que el sonido aversivo.

Las 32 sesiones realizadas con cada perro tuvieron lugar a lo largo de cuatro semanas de estudio, con
un total de 448 sesiones (en el conjunto de los catorce perros). Cada semana de estudio se realizaron
8 sesiones con cada individuo, repartidas en dos dias (4 sesiones por dia). Cada dia se llevaban a cabo
las sesiones con la mitad de los perros - pues por cuestiones logisticas no se podian hacer todos los
animales en un mismo dia -, de forma que al final de la semana todos ellos hubieran cumplido las 8

sesiones.

Los perros entraban en la sala de experimentacion de forma individual. Mientras se desarrollaba cada
una de las sesiones el observador esperaba en otra sala contigua y el resto de los animales lo hacia
en su zona de confinamiento alejada del area de estudio. Al finalizar cada sesién se procedia a la
limpieza de la sala con un producto enzimatico para evitar la presencia de sefiales de otros perros

que pudieran afectar al comportamiento del siguiente.

Por otra parte, el horario de las sesiones se distribuy6 de forma aleatoria, de manera que los animales

no entraran siempre a las mismas horas en la sala de experimentacion.
2.1.3. Open field & exposicion al estimulo sonoro aversivo

Se emple6 una adaptacion del modelo de Araujo y colaboradores, basado en el test de open field y la
utilizaciéon de una grabacién del sonido de fuegos artificiales reproducida durante la prueba para
provocar respuestas defensivas en los perros (Araujo et al,, 2013). En nuestro estudio los animales
eran colocados en una habitacion - dentro de las instalaciones de la Facultad de Veterinaria de la
UAB - que media aproximadamente 2x2 metros (Figura 1). El comportamiento de los perros era
observado a través de una camara web instalada en el techo de la habitacién que ademas proveia el

video digital a un ordenador para su andlisis posterior por un observador entrenado. Las medidas
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conductuales podian incluir freezing, locomocidn o distancia recorrida, rearing, olfateo, vocalizacion,

grooming o acicalamiento, miccion y defecacién (Tabla 1).

Para la exposicién al estimulo sonoro aversivo se utilizé una pista de fuegos artificiales que consisti6
en una recopilacién de sonidos de discos compactos de desensibilizacién a ruidos. La pista se
reproducia en un equipo de musica en un momento determinado dentro de cada sesion (promedio
de 92.5 dB) y tenia una duracién de 10 segundos. El tiempo entre el sonido del clicker y el aversivo

era de un segundo para el grupo tratamiento (con predictibilidad).

Tabla 1. Parametros de comportamiento analizados durante las sesiones.

Comportamiento Definicion

Freezing Ausencia de cualquier conducta dirigida. Se estim6 que el animal
permanecia congelado cuando se paraba y no presentaba ninguna
actividad durante un segundo. Cada vez que esto ocurria se anotaban
los segundos transcurridos con el animal en esa actitud y se

sumaban los tiempos obtenidos al final de cada sesion.

Locomocion Distancia recorrida medida en niimero de unidades de cuadrados del

suelo en los que entraron con las patas delanteras.

Rearing Postura erguida sobre las extremidades traseras apoyando las
delanteras sobre las superficies verticales que limitaban el

habitaculo del open field.

Olfateo Inhalacién de aire a través de las narinas estando el animal sentado,
de pie o tumbado, en movimiento o estatico y mostrando una

evidente orientacién hacia el entorno fisico.

Vocalizacion Accién de ladrar, gruiiir, lloriquear, gemir o aullar en cualquier

posicidn y ya fuera en movimiento o estatico.

Grooming Accion de limpieza de la superficie corporal por lamido o

mordisqueando, dirigida hacia el cuerpo del animal (autolimpieza).

Miccién Orinar en posicidn sentado o de pie.

Defecacion Defecar en posicidn sentado o de pie.

Adaptada de Palestrini et al., 2010; Araujo et al., 2013; Scaglia et al., 2013; Cannas et al., 2014; Protopopova et
al, 2014.

56



Capitulo 1

Figura 1. Fotografia del open field tomada desde la perspectiva de la caAmara en el techo.

2.1.4. Fases experimentales

2.1.4.1. Fase de pruebas

A lo largo de una semana se hicieron varias pruebas con perros de raza beagle del servicio de
docencia de las granjas de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Auténoma de Barcelona para

observar el comportamiento de los animales en el open field y poder desarrollar una plantilla base.

2.1.4.2. Fase de habituacion

Se llevaron a cabo cuatro sesiones de habituacidon a la sala de experimentacién. Todos los animales
entraron de forma individual en la sala y cada sesién tuvo una duracién de dos minutos. En el
transcurso de ese tiempo no se realizé6 ninguna manipulacién, ni los perros fueron expuestos al

sonido aversivo. Hubo dos que no superaron esta primera fase de habituacion y fueron descartados.
2.1.4.3. Fase de aplicacion del estimulo aversivo

Esta fase estuvo constituida por las 448 sesiones experimentales de los catorce perros (32 por
animal) en las que estos fueron expuestos al sonido aversivo de forma predecible o imprevisible en

funcion del grupo al que pertenecieran. Las sesiones se repartieron a lo largo de cuatro semanas.
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Todas las sesiones tuvieron una duraciéon de 191 segundos para los perros del grupo tratamiento
(con predictibilidad) y de 190 segundos en el caso de los del grupo control (sin predictibilidad). Las
sesiones se dividieron en tres periodos (Figura 2): el previo al sonido aversivo (que podia durar de
60 a 120 segundos, es decir, en tiempos variables y establecidos de forma aleatoria), el periodo
durante el que se reproducia el estimulo aversivo (con una duracién de 10 segundos) y el dltimo
periodo tras el sonido (de nuevo, con una duraciéon que podia ir de 60 a 120 segundos). El tiempo
entre el sonido del clicker y el aversivo era de un segundo para el grupo tratamiento (con
predictibilidad). Por este motivo habia una diferencia de un segundo en la duracién total por sesién

entre los dos grupos.

Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3
(60-120 s) (10's) (60-120 s)

@ Estimulo condicionado (sonido de clicker). Solo en grupo con predictibilidad

&Estimulo sonoro aversivo. En ambos grupos

Figura 2. Esta imagen muestra un esquema de la divisién de los tiempos y periodos dentro de cada sesidn.
Periodo 1: fase anticipatoria en la que no se reproducia el sonido aversivo; periodo 2: fase en la que se
reproducia la pista de fuegos artificiales a través de un sistema de altavoces; periodo 3: tltima fase en la que

no se presentaba ningun estimulo.

2.1.5. Analisis de datos

Para el andlisis de los datos se calcularon las medias de cada valor por minuto (nimero de eventos
por minuto) y las medias del tiempo total que desarrollaban el comportamiento durante la sesién
entre el nimero de veces que la hacian (tiempo por evento). Esto es, todas las medidas conductuales
fueron analizadas en frecuencia por minuto y duracién de la ocurrencia de los eventos.
Comportamientos como la miccién y defecacion no se consideraron para el analisis estadistico debido

a la escasa frecuencia con la que los animales los mostraron.
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2.1.5.1. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con un modelo Poisson mediante el procedimiento GENMOD de SAS (SAS.9.1.
Institute, Inc.,, Cary, NC, EUA). El modelo completo incluy6 un efecto de grupo, un efecto de periodo,

la interaccién periodo por grupo y el efecto aleatorio del animal.

Para comprobar si habia diferencias significativas entre los dos grupos de perros dentro de cada
periodo en cuanto a cada una de las conductas analizadas, tanto en duracién como en frecuencia, se
utilizo el test de chi-cuadrado (The GENMOD Procedure). De igual modo, para comprobar si habia un

efecto global del periodo significativo se utilizé el mismo test.

Un valor de P < 0.05 fue considerado significativo para todos los analisis.

2.2.Segundo experimento

Se introdujeron varios cambios con respecto al estudio piloto. Por un lado, se increment6 el nimero
de sesiones y se cambid la estructura de estas. En primer lugar, eliminando las fases dentro de las
sesiones y extendiendo ligeramente el tiempo por sesién. Y, en segundo lugar, exponiendo a los
perros en cinco ocasiones al estimulo sonoro aversivo en lugar de una tinica exposicion. Por otro lado,
se aument¢ la intensidad del sonido aplicado y se modificaron las categorias de comportamiento
analizadas. Por ultimo, se combino la valoracién de los parametros de comportamiento con medidas

fisiolégicas, concretamente el andlisis de los niveles de cortisol en pelo.

2.2.1. Poblacion de estudio

Un grupo de 12 perros considerados sanos de la colonia de perros del servicio de nutricién de las
granjas de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Auténoma de Barcelona se utilizé en este
estudio. Todos eran de raza beagle, seis hembras (6/12) y seis machos (6/12). Del total de machos,
tres formaron parte del grupo control (3/6) y tres del grupo tratamiento (3/6). Con respecto al total

de hembras, tres formaron parte del grupo control (3/6) y otras tres del grupo tratamiento (3/6).

Los perros se alojaban generalmente en grupos de dos en funcién de la compatibilidad, en habitaculos
que median aproximadamente 3 x 2 metros y situados todos ellos en el mismo edificio. Se les
proporcionaba acceso libre al agua, la alimentacién era racionada y durante las tareas de limpieza de

las jaulas permanecian en grupo en un patio exterior.
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2.2.2. Procedimiento

Se establecieron dos grupos experimentales: grupo control (sin predictibilidad) (n=6) y grupo
tratamiento (con predictibilidad) (n=6). Se llevaron a cabo 48 sesiones con cada perro dentro del
espacio del open field. En 40 de esas sesiones fueron expuestos a estimulos sonoros aversivos, con y
sin predictibilidad en funcién del grupo al que pertenecieran. Para el grupo control (sin
predictibilidad) el estimulo aparecia de forma imprevista. En cambio, en el grupo tratamiento la
presentacién del sonido aversivo era seflalada mediante el uso de un estimulo neutro (sonido de
clicker). Este sonido en principio no produce una especial reaccién en el animal. Si inmediatamente
después de su presentacidon se aplica un estimulo aversivo y esto se repite en diferentes ensayos, este
estimulo originalmente neutro pasa a constituir un estimulo condicionado. En el caso del presente

estudio el sonido del clicker se reproducia un segundo antes que el sonido aversivo.

Las 40 sesiones de exposicion al sonido aversivo realizadas con cada perro tuvieron lugar a lo largo
de cinco semanas de estudio, con un total de 480 sesiones (en el conjunto de los doce perros). Cada
semana de estudio se realizaron 8 sesiones con cada perro, repartidas en dos dias (4 sesiones por
dia). Cada dia se llevaban a cabo las sesiones con la mitad de los perros — pues por cuestiones
logisticas no se podian hacer todos los animales en un mismo dia -, de forma que al final de la semana

todos los animales hubieran cumplido las 8 sesiones.

Los perros entraban en la sala de experimentacion de forma individual. Mientras se desarrollaba cada
una de las sesiones el observador esperaba en la misma sala utilizando un biombo como estructura
de separacion visual y el resto de los animales en su zona de confinamiento alejada del area de
estudio. Al finalizar cada sesion se procedia a la limpieza de la sala con un producto enzimatico para

evitar sefiales de otros perros que pudieran afectar al comportamiento del siguiente.

Por otra parte, el horario de las sesiones se distribuy6 de forma aleatoria, de manera que los animales

no entraran siempre a las mismas horas en la sala de experimentacion.

2.2.3. Open field & exposicion al estimulo sonoro aversivo

Al igual que en el primer experimento, se empled una adaptacién del modelo de Araujo y
colaboradores, basado en el test de open field y 1a utilizacién de una grabacién del sonido de fuegos
artificiales reproducida durante la prueba para provocar respuestas defensivas en los perros (Araujo
et al., 2013). En nuestro estudio los animales eran colocados en una habitacién - dentro de las
instalaciones de la Facultad de Veterinaria de la UAB - que media aproximadamente 2x2 metros. El

método de observacion utilizado fue el muestreo de barrido cada 10 segundos (30 puntos de
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observacion por sesion). El comportamiento de los perros era observado a través de una cAmara web

colocada en el techo de la habitacién que ademads proveia el video digital a un ordenador para su

analisis posterior por un observador entrenado. Se introdujeron algunos cambios con respecto a la

valoraciéon de los pardmetros de comportamiento en comparacién con el primer experimento.

Concretamente, en este caso se opto por establecer las siguientes categorias (Tabla 2):

Tabla 2. Parametros de comportamiento analizados durante las sesiones en ausencia del sonido aversivo.

Categoria de comportamiento

Subcategorias/definicion

Actividad

Movimiento con olfateo: actividad motora dirigida al entorno

fisico, incluyendo la inhalacion de aire a través de las narinas.

Movimiento sin olfateo: desplazamiento del sujeto, caminando

o corriendo, sin explorar el entorno.

Inactividad: ausencia de actividad motora.

Postura

De pie: postura en la que el perro se mantiene con las cuatro

extremidades extendidas y apoyadas en el suelo.

Tumbado: postura en la que el animal mantiene las extremidades

bajo el cuerpo o colocadas frente al mismo.

Sentado: postura en la que el perro mantiene las extremidades

delanteras extendidas y las traseras flexionadas.

Rearing: Postura erguida sobre las patas traseras apoyando las

delanteras sobre las superficies verticales del habitaculo.

Signos defensivos

Esta categoria incluia cuatro elementos: freezing - definido como
la ausencia de todo movimiento excepto el requerido para la
respiracion, sin importar la postura y asociado a rigidez general
del cuerpo -, cola entre las patas - definido como la posicion de
la cola entre las extremidades traseras -, orejas hacia atras -
definido como la posicidon aplanada de las orejas hacia la parte
posterior de la cabeza - y el reflejo de sobresalto, definido como
una secuencia de respuestas musculares rapidas de la cabeza,
cuello y extremidades provocados por una estimulacién sensorial
abrupta e intensa. Los temblores no se valoraron por no poder

observarse de forma clara en las grabaciones.
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Conductas de desplazamiento | Esta categoria incluia tres elementos: lip licking - definido como
el movimiento con la boca en el que parte de la lengua se muestra
y se mueve a lo largo del labio superior, bostezo - definido como
la apertura amplia de la boca seguida de inhalacién - y rascado,
definido como el contacto repetido de una de las extremidades

posteriores con el cuerpo o la cara.

Vocalizacion Accién de ladrar, gruiiir, lloriquear, gemir o aullar en cualquier

posicion y ya sea en movimiento o estatico.

Conducta de eliminacién Defecacién o miccion en posicion sentado o de pie.

Adaptada de Palestrini et al., 2010; Konok et al., 2011; Pastore et al., 2011; Araujo et al., 2013; Protopopova et
al,, 2014; Hagenaars et al,, 2014; Landsberg et al.,, 2015.

Para la exposicion al estimulo sonoro aversivo se utilizé una pista de fuegos artificiales que consistio
en una recopilacion de sonidos de discos compactos de desensibilizacién a ruidos que se reproducia
en un equipo de musica (promedio de 95 dB). En este caso se optd por repetir la exposicion al
estimulo aversivo en cinco ocasiones a lo largo de cada sesién y se redujo la duracién de la pista de
sonido a tres segundos. Los tiempos en los que aparecian los sonidos eran aleatorios en
combinaciones diferentes. Al final del estudio cada perro se vio expuesto alas mismas combinaciones
de tiempos. Al igual que en el primer experimento, el lapso entre el sonido del clicker y el aversivo
era de un segundo. Por otra parte, con el objetivo de simplificar el andlisis se revisé por separado el
comportamiento de los perros durante la exposicion al sonido aversivo utilizando una categorizaciéon

diferente a la expuesta anteriormente (Tabla 3):

Tabla 3. Parametros de comportamiento analizados durante las sesiones en presencia del sonido aversivo.

Categoria de comportamiento | Subcategorias/definicion

Sin cambio de actividad o de | El animal mantiene la misma actividad y postura durante la
postura exposicion al sonido aversivo con relacion al momento
inmediatamente anterior. El movimiento de la cabeza no se tuvo
en cuenta para este andlisis, pues era frecuente la orientacion de
esta al aparecer el estimulo y esto podia alterar la interpretacion

de los resultados.
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Cambio de actividad o de

postura

El animal cambia de actividad o de postura durante la exposiciéon
al sonido aversivo con relacion al momento inmediatamente
anterior. De nuevo, el movimiento de la cabeza no se tuvo en
cuenta con el objetivo de no alterar la interpretacion de los

resultados.

Signos defensivos

Esta categoria incluia cuatro elementos: freezing - definido como
la ausencia de todo movimiento excepto el requerido para la
respiracion, sin importar la postura y asociada a rigidez general
del cuerpo -, cola entre las patas - definido como la posicion de
la cola entre las extremidades traseras —, orejas hacia atras -
definido como la posicién aplanada de las orejas hacia la parte
posterior de la cabeza - y el reflejo de sobresalto, definido como
una secuencia de respuestas musculares rapidas de la cabeza,
cuello y extremidades provocados por una estimulacién sensorial
abrupta e intensa. Los temblores no se valoraron por no poder

observarse de forma clara en las grabaciones.

Conductas de desplazamiento

Esta categoria incluia tres elementos: lip licking - definido como
el movimiento con la boca en el que parte de la lengua se muestra
y se mueve a lo largo del labio superior, bostezo - definido como
la apertura amplia de la boca seguida de inhalacién - y rascado,
definido como el contacto repetido de una de las extremidades

posteriores con el cuerpo o la cara.

Vocalizacion

Accién de ladrar, gruiiir, lloriquear, gemir o aullar en cualquier

posicion y ya sea en movimiento o estatico.

Conducta de eliminacion

Defecacion o miccion en posicion sentado o de pie.

Adaptada de Palestrini et al., 2010; Konok et al.,, 2011; Pastore et al,, 2011; Araujo et al., 2013; Protopopova et
al,, 2014; Hagenaars et al,, 2014; Landsberg et al.,, 2015; Travain et al,, 2015.
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2.2.4. Organizacion cronoldgica del estudio

2.2.4.1. Primera toma de muestras

Se recogi6 alrededor de 250 mg de pelo por muestra utilizando una peladora. Son numerosos los
estudios en animales que han revelado diferencias en la concentracion de cortisol en pelo en funcién
de la regién anatémica (Macbeth et al,, 2010; Terwissen et al., 2013; Moya et al,, 2013; Fourie et al.,
2016; Casal et al.,, 2017). Por este motivo, se estandarizé la regiéon corporal de muestreo para todos
los individuos, empleandose concretamente la zona cervical. Por otra parte, teniendo en cuenta que
esta descrito que las concentraciones de cortisol en pelo pueden variar en funcién del color de este
(Bennet and Hayssen, 2010), se procur6 coger pelo claro de todos los perros. Después, cada muestra
fue identificada y almacenada a temperatura ambiente evitando la exposicion a la luz hasta que se

llevo a cabo el andlisis de todas ellas al final del estudio.

2.24.2. Fase de habituacion

Se realizaron cuatro sesiones de habituacién a la sala de experimentacién. Todos los animales
entraron de forma individual en la sala y cada sesion tuvo una duraciéon de cinco minutos. Durante

este periodo no se llevd a cabo ninguna manipulacién, ni los perros fueron expuestos al sonido.

2.2.4.3. Fase de aplicacién del estimulo aversivo

Esta fase estuvo constituida por las 480 sesiones experimentales de los doce perros (40 por animal)
en las que fueron expuestos al sonido aversivo de forma predecible o imprevisible en funcién del
grupo al que pertenecieran. Las sesiones se repartieron alo largo de cinco semanas. Cada sesion tenia
una duracién de cinco minutos, tiempo durante el cual los animales eran expuestos al sonido aversivo

en cinco ocasiones en tiempos aleatorios.

2.2.4.4. Fase final sin exposicion al estimulo aversivo

Se llevaron a cabo cuatro sesiones mas sin la exposicion al sonido aversivo. De nuevo, todos los
animales entraron de forma individual en la sala y permanecieron dentro durante cinco minutos en

cada sesion.

2.2.4.5. Segunda toma de muestras

Se recogié una segunda muestra de pelo considerando las mismas cuestiones detalladas

anteriormente.
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2.2.5. Analisis de las muestras

Todos los analisis de las muestras fueron realizados en el Departamento de Sanidad y Anatomia

Animales de la Facultad de Veterinaria de la UAB (08193, Bellaterra, Espafia).

2.2.6. Extraccion y cuantificacion del cortisol

Las muestras fueron lavadas con isopropanol durante 2.5 minutos tres veces. A continuacion, se
dejaron secar a temperatura ambiente durante 36 horas aproximadamente y después se tritur6 el
pelo en fragmentos de < 2 mm de longitud utilizando una peladora. Seguidamente se colocaron
cincuenta miligramos del pelo triturado en un tubo Eppendorf'y se afiadié metanol. Tras 18 horas de
agitacién moderada a 302C para la extracciéon de esteroides las muestras se centrifugaron y el
sobrenadante fue transferido a un tubo Eppendorf'y colocado en un calentador a 382C. Una vez que
el metanol se evapor6 completamente, los extractos secos fueron reconstituidos con tampén EIA
(inmunoensayos enzimaticos) provisto de un inmunoensayo competitivo ELISA para el cortisol

(Neogen® Corporation Europe, Ayr, UK) y se analizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.2.7. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa de analisis estadistico SAS (SAS V9.4.
Institute, Inc,, Cary, NC, EUA). Los recuentos de las variables de comportamiento se analizaron
mediante el procedimiento GENMOD para medidas repetidas. Se utilizé una distribucion de Poisson
o Binomial Negativa sobre la base del valor de la desviacion. Los modelos estudiaron la evolucion de
cada variable de comportamiento a lo largo del tiempo (12 dias de observacion) y tomaron en cuenta
el efecto del grupo (grupo predecible frente a control), asi como la interaccién dia de observacion por
grupo. Los datos del cortisol en pelo se analizaron utilizando el procedimiento MIXED para medidas
repetidas. El modelo tuvo en cuenta los efectos del tiempo de extraccion de la muestra, el grupo
(predecible frente a control) y la interaccién tiempo por grupo. La probabilidad maxima residual se
us6 como método de estimacion y las medias de minimos cuadrados de los efectos fijos (LSMEANS)

se usaron cuando el analisis de la varianza indicé diferencias significativas (P < 0.05).
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3. RESULTADOS

3.1.Primer experimento: estudio piloto

3.1.1. Resultados globales

Conviene tener en cuenta que en este tipo de pruebas de conducta puede complicarse la
interpretacion de los comportamientos que se expresan de forma reducida. En este sentido, los
comportamientos relacionados con la actividad resultaron ser las medidas mas robustas y confiables
en el estudio de Araujo y colaboradores (Araujo et al., 2013), en cuyo modelo se basé el que utilizamos
en los dos estudios de este capitulo. Por lo tanto, era importante revisar de primeras cual fue la
actividad global de nuestros animales. En el caso concreto de este primer estudio, el andalisis de los
videos mostrd que los perros pasaron la mayor parte del tiempo exhibiendo freezing (56,17% del
tiempo total de observacion) frente a la locomocion (14,96%). En cuanto al nimero de perros que
manifestaron cada una de las conductas analizadas observamos que los catorce animales (100%)
mostraron freezing, exhibieron locomocién y olfatearon en algiin momento, trece perros (92,9%)
vocalizaron, doce (85,7%) mostraron rearing, doce (85,7%) exhibieron conducta de grooming, once

animales (78,6%) orinaron y dos (14,3%) defecaron en alguna ocasion.

Por su parte, el andlisis estadistico reveld la ausencia de diferencias significativas entre ambos grupos
para todas las conductas analizadas a nivel global, es decir, sin considerar los periodos dentro de cada

sesion. La siguiente tabla recoge los resultados expresados en el p-valor (Tabla 4):

Tabla 4. Efecto global del grupo no significativo para todas las conductas analizadas.

Duracioén (tiempo/evento) | Frecuencia (evento/minuto)
Freezing 0.20 0.30
Rearing 0.66 0.14
Olfateo 0.96 0.36
Vocalizacion 0.94 0.88
Grooming - 0.24

La duracién de la conducta de grooming expresada en tiempo/evento no se considerd para el analisis

estadistico debido al nimero insuficiente de ocasiones en las que los perros mostraron esta conducta.

Por otra parte, el efecto global del grupo tampoco fue significativo en la conducta de locomocién

expresado en el nimero de cuadrados cruzados por minuto (P = 0.14).
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3.1.2. Comparacion entre periodos

3.1.2.1. Andlisis en duracién de la ocurrencia de los eventos (expresado en tiempo/evento)

El andlisis estadistico revel6 que no existia un efecto global del periodo significativo en la duracion
de la ocurrencia del evento en cuanto al rearing (P = 0.12), el olfateo (P = 0.27) y las vocalizaciones
(P = 0.15). Es decir, el tiempo que los perros manifestaban estos comportamientos cada vez que lo

hacfan no diferia entre los periodos.

Sin embargo, si se detect6 un efecto global del periodo significativo en el caso del freezing (P = 0.03).
Es decir, existian diferencias significativas en el tiempo que los perros manifestaban esta conducta
en funcion del periodo. Concretamente, mostraron mas tiempo de freezing por evento durante el
periodo 3 (posterior al sonido aversivo) que durante el periodo 1 (previo al sonido) (P < 0.0001). En
cuanto a las vocalizaciones, se observaron diferencias significativas en el tiempo que los perros
manifestaban esta conducta cada vez que lo hacian entre el periodo 1 y el periodo 3 (P = 0.0005).
Especificamente, los perros vocalizaron mas tiempo durante el periodo previo a la exposicion del
estimulo sonoro que durante el periodo posterior. Con respecto al rearing, se hallaron diferencias
significativas entre el periodo 1 y el periodo 3 (P = 0.04), de forma que los animales exploraron
verticalmente mas tiempo durante el periodo posterior a la aplicaciéon del sonido que durante el

periodo previo.

Por otra parte, dentro de cada periodo no hubo diferencias significativas entre grupos para todas las
conductas analizadas a excepcion del olfateo (Tabla 5). En este sentido, se detectaron diferencias
significativas en cuanto al olfateo en el periodo 2 (durante la exposiciéon al sonido aversivo),
observandose que los perros del grupo con predictibilidad cuando olfateaban lo hacian menos

tiempo que los del grupo sin predictibilidad (P = 0.03) (Figura 3).
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Tabla 5. Resultados expresados en el p-valor de las diferencias entre grupos en relaciéon con las conductas

analizadas en cuanto a la duracién de la ocurrencia de los eventos.

Periodo1 | Periodo 2 | Periodo 3
Freezing 0.40 0.14 0.16
Rearing 0.46 0.87 0.43
Olfateo 0.49 0.03 0.60
Vocalizacion | 0.70 0.44 0.90

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos dentro de cada periodo para el freezing, el rearing
y las vocalizaciones. Sin embargo, si se detectaron diferencias significativas en el caso del olfateo en el periodo
2. En concreto, durante este periodo los perros del grupo con predictibilidad cuando olfateaban lo hacian
menos tiempo que los del grupo sin predictibilidad (P = 0.03). La duracién de la conducta de grooming
expresada en tiempo/evento no se consider6 para el andlisis estadistico debido al nimero insuficiente de
ocasiones en las que los perros la mostraron. Periodo 1: antes del sonido aversivo; periodo 2: durante el sonido;

periodo 3: después del sonido aversivo.
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Figura 3. Comparacién entre ambos grupos de los promedios de la duracion de la conducta de olfateo por
evento dentro de cada periodo. Se observaron diferencias significativas en el periodo 2 (P = 0.03). Periodo 1:
antes del sonido aversivo; periodo 2: durante el sonido; periodo 3: después del sonido aversivo.

Grupo 1: tratamiento con predictibilidad; grupo 2: control sin predictibilidad.
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3.1.2.2. Andlisis en frecuencia por minuto (expresado en niimero de eventos/minuto)

El andlisis estadistico revel6 que no existia un efecto global del periodo significativo en la frecuencia
de los eventos en cuanto al grooming (P = 0.33) y las vocalizaciones (P = 0.08). Es decir, el nimero de

veces que los perros manifestaban estos comportamientos por minuto no diferia entre los periodos.

Sin embargo, si se detectd un efecto global del periodo significativo en el caso del rearing (P = 0.02).
Es decir, el nimero de ocasiones que los perros manifestaban esta conducta por minuto difirié
significativamente en funciéon del periodo. Concretamente, los perros mostraron mas veces la
conducta de rearing durante el periodo 1 (previo al sonido aversivo) que durante el periodo 3
(posterior al sonido) (P < 0.0001). Con respecto al freezing, se encontré un efecto global del periodo
significativo (P = 0.002), pero no se detectaron diferencias entre el periodo 1y el periodo 3 (P = 0.55).
En cuanto al olfateo, también se hallé un efecto global del periodo significativo en la frecuencia del
evento (P = 0.003). Especificamente, los perros mostraron mas veces la conducta de olfateo durante
el periodo 1 que durante el periodo 3 (P < 0.0001). Con relacidn a las vocalizaciones, se observaron
diferencias significativas en el nimero de veces que los perros manifestaron la conducta entre el
periodo 1 y el periodo 3. De forma concreta, los perros mostraron mas veces la conducta de

vocalizacién durante el periodo 1 que durante el periodo 3 (P = 0.002).

Por otro lado, dentro de cada periodo no se observaron diferencias significativas entre los grupos
para el freezing, el olfateo y las vocalizaciones (Tabla 6). Si se encontraron diferencias significativas
entre los dos grupos en el periodo 1 (previo al sonido) para el grooming y en el periodo 2 (durante el
sonido) para el rearing. De manera especifica, en el periodo 1 los perros del grupo con predictibilidad
realizaron significativamente mas grooming que los del grupo sin predictibilidad (P = 0.02) (Figura
4) y durante el periodo 2 los perros del grupo con predictibilidad exploraron verticalmente mas veces

por minuto que los del grupo sin predictibilidad (P = 0.006) (Figura 5).

Por ultimo, en cuanto a la locomocién el andlisis estadistico reveld que existia un efecto global del
periodo significativo en el niumero de cuadrados cruzados por minuto (P = 0.004). Especificamente,
los perros cruzaron mas cuadrados del suelo durante el periodo 1 (previo al sonido aversivo), que
durante el periodo 3 (posterior al sonido) (P < 0.0001). No obstante, no se observaron diferencias
significativas dentro de cada periodo entre los grupos: periodo 1 (P = 0.14), periodo 2 (P = 0.06),
periodo 3 (P = 0.24).
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Tabla 6. Resultados de las diferencias entre grupos en relacion con las conductas analizadas en cuanto a la

frecuencia de los eventos (nimero de eventos/minuto) expresados en el p-valor.

Periodo1 | Periodo 2 | Periodo 3
Freezing 0.13 0.16 0.68
Rearing 0.10 0.006 0.13
Olfateo 0.51 0.41 0.23
Vocalizacion | 0.89 0.92 0.67
Grooming 0.02 0.33 0.06

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos dentro de cada periodo para el freezing, el olfateo

y las vocalizaciones. Sin embargo, si se detectaron diferencias significativas entre los dos grupos en el periodo

1 (previo al sonido) para el grooming y en el periodo 2 (durante el sonido) para el rearing. En concreto, los

perros del grupo con predictibilidad realizaron mas grooming que los del grupo sin predictibilidad durante el

periodo 1 (P = 0.02) y exploraron verticalmente mas veces por minuto durante el periodo 2 (P = 0.006). Periodo

1: antes del sonido aversivo; periodo 2: durante el sonido; periodo 3: después del sonido aversivo.
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Figura 4. Comparacion entre ambos grupos de los promedios de las frecuencias de la conducta de grooming

por minuto. Se observaron diferencias significativas en el periodo 1 (P = 0.02). Periodo 1: antes del sonido

aversivo; periodo 2: durante el sonido; periodo 3: después del sonido aversivo. Grupo 1: tratamiento con

predictibilidad; grupo 2: control sin predictibilidad.
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Figura 5. Comparacién entre ambos grupos de los promedios de las frecuencias de la conducta de rearing por
minuto. Se observaron diferencias significativas en el periodo 2 (P = 0.006). Periodo 1: antes del sonido
aversivo; periodo 2: durante el sonido aversivo; periodo 3: después del sonido aversivo. Grupo 1: tratamiento

con predictibilidad; grupo 2: control sin predictibilidad.

A continuacién se pasan a resumir los hallazgos mas relevantes. Por una parte, se encontraron
algunas diferencias significativas en funcion del periodo. Especificamente, los perros mostraron mas
tiempo de freezing por evento durante el periodo posterior a la aplicacion del sonido aversivo
(periodo 3) que durante el periodo previo a este (periodo 1) (P < 0.0001). De forma contraria, los
animales recorrieron mas distancia durante el periodo 1 que durante el periodo 3 (P < 0.0001).
Ademas, los animales mostraron la conducta de vocalizacién mas veces (P = 0.002) y durante mas
tiempo (P = 0.0005) y exhibieron mas veces la conducta de olfateo (P < 0.0001) durante el periodo 1
que durante el periodo 3. Por otra parte, se hall6 un efecto del grupo en el periodo 1. En concreto, en
este periodo los perros del grupo con predictibilidad realizaron significativamente mas grooming que
los del grupo sin predictibilidad (P = 0.02). También se encontré un efecto del grupo en el periodo 2
para el rearing y el olfateo. De tal manera que durante el lapso en el que se reproducia el estimulo
sonoro los animales del grupo con predictibilidad exhibieron la conducta de rearing con mas
frecuencia que los del grupo sin predictibilidad (P = 0.006) y, al contrario, los del grupo sin
predictibilidad mostraron conducta de olfateo por mas tiempo que los del grupo con predictibilidad

(P=0.03).
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3.2.Segundo experimento

3.2.1. Variables de comportamiento

3.2.1.1. Andlisis general en ausencia y en presencia del sonido aversivo

Por un lado, no se hall6 ninguna diferencia significativa entre los grupos para ninguna de las variables
comportamentales analizadas en ausencia del sonido aversivo. Tampoco se encontré ninguna

influencia significativa del efecto general del dia, ni de la interaccién entre grupo y dia (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados expresados en el p-valor del efecto general del grupo, del dia y de la interaccién entre

grupo y dia para cada una de las variables de comportamiento analizadas en ausencia del sonido aversivo.

Movolf | Movsin | Inactiv | Depie | Sentado | Rearing | Cdesplaz | Vocaliz
Grupo 0.46 0.18 0.27 0.25 0.13 0.62 0.10 0.90
Dia 0.38 0.36 0.36 0.36 0.36 . 0.37 0.44
Grupo*dia | 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 0.41 0.44

Los signos defensivos y la conducta de eliminacién no se consideraron para el analisis estadistico debido al
numero insuficiente de ocasiones en las que los perros mostraron esta conducta. Mov olf: movimiento con
olfateo; Mov sin: movimiento sin olfateo; Inactiv: inactividad; C desplaz: conductas de desplazamiento; Vocaliz:

vocalizacion.

Por otro lado, el analisis comportamental de los perros durante la exposicién al sonido aversivo
tampoco arrojé diferencias significativas por el efecto del grupo, del dia o de la interaccién entre

grupo y dia (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados expresados en el p-valor del efecto general del grupo, del dia y de la interaccién entre

grupo y dia para cada una de las variables de comportamiento analizadas durante la exposicion al sonido.

Sin cambio actividad/postura | Cambio actividad/postura | Signos def | C desplaz
Grupo 0.31 0.28 0.09 0.94
Dia 0.26 0.26 0.24 0.47
Grupo*dia | 0.30 0.32 0.27 0.32

Las vocalizaciones y la conducta de eliminacién no se consideraron para el analisis estadistico debido al nimero
insuficiente de ocasiones en las que los perros mostraron esta conducta. Signos def: signos defensivos; C

desplaz: conductas de desplazamiento.
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3.2.1.2. Andlisis detallado en ausencia del sonido aversivo

Yendo un poco mas al detalle y revisando la evolucién del comportamiento de los animales a lo largo
del estudio, surgieron algunos resultados que merece la pena comentar (Tabla 9). Para facilitar el
analisis de la evolucién en el tiempo se agruparon las sesiones por dia, quedando un total de doce:
un primer dia de habituacién (4 sesiones), diez dias de aplicaciéon del sonido aversivo con/sin
tratamiento (4 sesiones por dia, 40 en total) y un ultimo dia sin aplicacién de sonido (4 sesiones). La
expectativa al utilizar este modelo era la ausencia de diferencias significativas entre grupos en el dia
0 (de habituacion), asi como encontrar dichas diferencias al final del periodo en el que se aplicé el
sonido aversivo con/sin tratamiento (dia 10). Incluso, podria haber un menor condicionamiento
contextual si hubiera un efecto evidente de la presentaciéon predecible del estimulo aversivo. Por
tanto, se esperarian también diferencias entre ambos grupos el tltimo dia de experimental (dia 11),
en el que fueron expuestos a cuatro sesiones en el open field sin aplicacién del sonido. Esto es, al inicio
- durante el condicionamiento de amenaza - la presentacién del sonido aversivo es imprevisible para
ambos grupos y lo esperable es que se condicionen todas las sefiales contextuales circundantes. Sin
embargo, con el tiempo el sonido del clicker acaba representando la sefial saliente que anticipa la
aparicion del estimulo aversivo. No obstante, esto no ocurre cuando el sonido aversivo se aplica de
forma imprevisible. Por tal motivo, como deciamos, si hay un efecto de la predictibilidad en nuestro
modelo se esperarian diferencias entre ambos grupos en ese ultimo dia de exposicion al contexto sin

aplicacién del estimulo aversivo.

Tabla 9. Resultados expresados en el p-valor de la comparacion entre los dos grupos en dias concretos del

estudio en cuanto al analisis de las conductas en ausencia del sonido aversivo.

Mov olf | Movsin | Inactiv | De pie | Sentado | Rearing | Cdesplaz | Vocaliz
Dia 0 0.59 0.84 0.53 0.04 0.02 0.42 0.02 0.47
Dia 1 0.43 0.06 0.31 0.96 0.73 0.50 0.01 0.50
Dia 5 0.52 0.26 0.35 0.05 0.22 0.55 0.46 0.96
Dia 10 0.56 0.95 0.70 0.49 0.26 0.72 0.13 0.83
Dia 11 0.93 0.52 0.52 0.16 0.15 0.61 0.01 0.89

De pie: los animales del grupo control (sin predictibilidad) pasaron mas tiempo de pie que los del grupo
tratamiento (con predictibilidad) el dia de la habituacién (P = 0.04). Sentado: los perros del grupo tratamiento
(con predictibilidad) pasaron mas tiempo sentados que los del grupo control (sin predictibilidad) el dia de la
habituacién (P = 0.02). Conductas de desplazamiento: los animales del grupo tratamiento (con predictibilidad)

mostraron mas conductas de desplazamiento el dia de la habituacion (P = 0.02), el primer dia de aplicacion del
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sonido (P =0.01) y el tltimo dia (P = 0.01). Estas diferencias entre grupos al comienzo del experimental (dia 0,
habituacién) sugieren un efecto animal inicial. Dia 0: habituacion; dia 1: primer dia de la fase de exposicion al
sonido; dia 5: mitad de la fase de exposicion al sonido; dia 10: tltimo dia de la fase de exposicién al sonido; dia
11: ultimo dia de experimental sin exposicion al sonido. Mov olf: movimiento con olfateo; Mov sin: movimiento

sin olfateo; Inactiv: inactividad; C despla: conductas de desplazamiento; Vocaliz: vocalizacién.

A laluz de estos resultados, se cumplen las expectativas con respecto a los dos primeros dias (dia 0
y dia 1) en relacién con los comportamientos de la categoria de actividad. Es decir, no se esperaban
diferencias entre los grupos al inicio. Las variables de postura “de pie” y “sentado” y la de las
conductas de desplazamiento mostraron diferencias entre grupos desde el comienzo del estudio, lo
cual sugiere un efecto animal inicial. Sin embargo, no se cumplieron las expectativas en cuanto al final
del estudio y el ultimo dia de experimento ya sin exposicion al sonido aversivo, puesto que no se

detectaron diferencias entre los grupos.

A continuacion se revisaron las diferencias entre dias para cada uno de los comportamientos. En
algunas de las variables se observaron cambios significativos en global (sin tener en cuenta los

grupos) al comparar dias del inicio del estudio, la mitad y el final de este (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados expresados en el p-valor de la comparacién global (sin considerar los grupos) entre dias

concretos en cuanto al analisis de las conductas en ausencia del sonido aversivo.

Mov olf | Movsin | Inactiv De pie | Sentado | Rearing | C desplaz | Vocaliz
DiasOy1 | 0.13 0.003 0.0004 0.73 0.04 0.008 0.81 0.02
Dias1y5 | 0.0007 0.009 0.0002 0.005 | 0.02 0.05 0.93 0.3
Dias1y 10 | 0.28 0.39 0.1 0.42 0.87 0.21 <0.0001 |0.01
Dias5y 10 | <0.0001 | 0.0003 | <0.0001 | 0.0002 | 0.004 0.004 0.01 0.13
DiaOy11 | 0.83 0.03 0.01 0.58 0.31 0.005 0.77 0.66

El movimiento con olfateo se reducia en la comparacién entre los dias 1y el 5 y se incrementaba entre los dias
5y el 10. El movimiento sin olfateo se reducia en la comparacion entre los dias 0 y el 1, asi como entre los dias
0y 11. De igual modo, se reducia entre los dias 1y 5, pero se incrementaba de nuevo entre los dias 5y el 10. En
el caso de la inactividad, aumentaba entre los dias 0 y 1, asi como en la comparacién entre los dias 0 y 11.
También aumentaba entre los dias 1y 5, pero disminuia entre los dias 5 y 10. La posicién de estar de pie se
reducia entre los dias 1 y 5 y se incrementaba entre los dias 5 y 10. La posicién de estar sentado aumentaba en

la comparacion entre los dias 0 y 1. Ademas, aumentaba entre los dias 1y 5, pero disminuia entre los dias 5y
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10. La posicién de rearing se reducia entre los dias 0 y 1, asi como en la comparacion entre los dias 0 y 11.
También se reducia entre los dias 1y 5, pero se incrementaba entre los dias 5y 10. Con respecto a las conductas
de desplazamiento, estas aumentaban en la comparacion entre los dias 1y 10y entre los dias 5y 10. Por tltimo,
en cuanto a las vocalizaciones, estas se reducian entre los dias 0 y 1 y se incrementaban en la comparacién
entre los dias 1 y 10, asi como los dias 10 y 11. Dia 0: habituacidn; dia 1: primer dia de la fase de exposicion al
sonido; dia 5: mitad de la fase de exposicion al sonido; dia 10: dltimo dia de la fase de exposicion al sonido; dia
11: ultimo dia de experimental sin exposicion al sonido. Mov olf: movimiento con olfateo; Mov sin: movimiento

sin olfateo; Inactiv: inactividad; C despla: conductas de desplazamiento; Vocaliz: vocalizacién.

En resumen, al analizar las diferencias entre dias en global se observé que una serie de conductas
modificaban su frecuencia entre el dia 0 (de habituacién) y el dia 1 (primer dia de fase de exposicion
al sonido), como era de esperar. Concretamente, el movimiento sin olfateo se reducia (P = 0.003) y la
inactividad se incrementaba (P = 0.0004). Por otra parte, la postura de estar sentado se incrementaba
(P =0.04) y la de rearing se reducia (P = 0.008). En cuanto a la comparacidn entre el inicio de la fase
de exposicion del sonido aversivo y el final de esta, no hubo diferencias significativas para la mayoria
de las conductas, excepto para las vocalizaciones (P = 0.01) y para las conductas de desplazamiento
(P <0.0001), que ambas aumentaron. Sin embargo, un analisis mas detallado comparando el inicio
de la fase de exposicion al sonido aversivo y la mitad de esta, asi como la comparacién desde la mitad
de esta fase y el final de la misma, encontré diferencias para muchos de los comportamientos. Por
ejemplo, tanto el movimiento con olfateo (P = 0.0007) (Figura 6) como el movimiento sin olfateo (P
=0.009) se reducian entre los dias 1 y el 5, pero se incrementaban de nuevo ambos entre los dias 5y
10, (P <0.0001) y (P = 0.0003) respectivamente. De forma contraria, la inactividad aumentaba entre
losdias 1y 5 (P =0.0002), pero disminuia entre los dias 5y 10 (P < 0.0001) (Figura 7). Por otro lado,
la posicion de estar sentado se incrementaba entre los dias 1y 5 (P = 0.02) y se reducia de nuevo
entre los dias 5y 10 (P = 0.004), justo al contrario que la posicién de estar de pie y el rearing, que
disminuian entre los dias 1 y 5 (P = 0.005) y (P = 0.05), respectivamente, pero aumentaban entre los
dias 5y 10, (P = 0.0002) y (P = 0.004). En definitiva, los animales, en global, reducian su actividad e
incrementaban el tiempo que pasaban sentados al comparar el primer dia de exposicién al sonido y
un dia de la mitad de esta fase. No obstante, de la mitad para el final cambiaba el patrén
incrementandose el movimiento y ademas permaneciendo los perros mas tiempo de pie y a dos patas
sobre las paredes de la sala. Viendo esta evoluciéon era esperable no encontrar diferencias al
comparar el dia 1y el dia 10. Por ultimo, al comparar el dia 0 (habituacion) y el 11 (ultimo dia sin
exposicion al sonido) se observd que, en general, se reducia el movimiento sin olfateo (P = 0.03) yla

posicion de rearing (P = 0.005) y aumentaba el tiempo que los perros pasaban inactivos (P = 0.01).
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Figura 6. Comparaciéon entre ambos grupos de los promedios del recuento del movimiento con olfateo en
funcion del dia. Se observa una evolucién similar entre ambos grupos, registrandose una reduccién entre el
inicio de la fase de exposicién al estimulo aversivo y la mitad de dicha fase y un incremento entre la mitad y el

final. Grupo 1: tratamiento con predictibilidad; grupo 2: control sin predictibilidad.
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Figura 7. Comparacidn entre ambos grupos de los promedios del recuento de inactividad en funcién del dia. Se
observa una evolucién muy similar entre ambos grupos, registrandose un incremento entre el inicio de la fase
de exposicion al estimulo aversivo y la mitad de dicha fase y una reduccion entre la mitad y el final. Grupo 1:

tratamiento con predictibilidad; grupo 2: control sin predictibilidad.
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3.2.1.3. Andlisis detallado en presencia del sonido aversivo

Por otra parte, el andlisis mas detallado de la evolucién del comportamiento a lo largo del
experimental durante la exposicién al sonido aversivo también sugiri6 algunos resultados que

conviene comentar, en especial con respecto a los signos defensivas (Tabla 11).

Tabla 11. Resultados expresados en el p-valor de la comparacién entre los dos grupos en dias concretos del

estudio en cuanto al andlisis de las conductas durante la exposicién al sonido aversivo.

Signos defensivos
Dia 1l 0.06
Dia 5 0.18
Dia 10 0.04

Los perros del grupo tratamiento (con predictibilidad) mostraron menos signos defensivos que los perros del
grupo control (sin predictibilidad) el dia 10 durante la exposicién al sonido aversivo. Dia 1: primer dia de la
fase de exposicidn al sonido; dia 5: mitad de la fase de exposicion al sonido; dia 10: ultimo dia de la fase de

exposicion al sonido.

A continuaciéon se revisaron las diferencias entre dias para los signos defensivos observandose
cambios significativos en global (sin tener en cuenta los grupos) al comparar dias del inicio del

estudio, la mitad y el final de este (Tabla 12).

Tabla 12. Resultados expresados en el p-valor de la comparacién global (sin considerar los grupos) entre dias

concretos en cuanto al analisis de las conductas durante la exposicién al sonido aversivo.

Signos defensivos
Dias1y5 | 0.12

Dias1y 10 | 0.0001

Dias 5y 10 | 0.0003

Los signos defensivos no se redujeron en la comparacién entre los dias 1 y 5, sin embargo, si lo hicieron entre
los dias 5y 10, asi como al comparar los dias 1 y 10. Dia 1: primer dia de la fase de exposicién al sonido; dia 5:

mitad de la fase de exposicion al sonido; dia 10: dltimo dia de la fase de exposicion al sonido.

Tal y como ocurria con ciertas variables de movimiento y de postura revisados anteriormente, los
signos defensivos analizados durante la exposicién al sonido aversivo mostraron un cambio en el

tiempo, reduciéndose a partir de la mitad del estudio (Figura 8). Ademas, cabe sefialar que el ultimo
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dia de la fase de exposicion al sonido (dia 10) se detecté una diferencia significativa entre ambos
grupos, mostrando mas signos defensivos los perros del grupo sin predictibilidad con respecto a los

perros del grupo con predictibilidad (P = 0.04).

Promedio recuento signos defensivos
18
16
14
12
10

o N B OO

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

grupo 1 e gorupo2

Figura 8. Comparacion entre ambos grupos de los promedios del recuento de los signos defensivos en funcién
del dia en cuanto al andlisis durante la exposicién al sonido aversivo. Se observa una evolucién similar entre
ambos grupos, registrandose una reduccién entre el inicio de la fase de exposicion al sonido y el final de dicha

fase. Grupo 1: tratamiento con predictibilidad; grupo 2: control sin predictibilidad.

3.2.2. Variables fisiolégicas

Por ultimo, no se hallé ninguna diferencia significativa (P = 0.38) entre el cortisol inicial (5.20+1.05
pg/mg) y el cortisol final (4.81+1.03 pg/mg), asi como tampoco se encontré ningin efecto del grupo

(P =0.38), ni de la interaccion entre grupo y muestra (P = 0.83).

Tabla 13. Valor promedio y SD de las concentraciones de cortisol en pelo en cada uno de los muestreos en el

grupo control (sin predictibilidad) y en el grupo tratamiento (con predictibilidad).

Grupo control (sin predictibilidad) | Grupo tratamiento (con predictibilidad)
Muestreo 1 5.44+1.29 pg/mg 4.96x0.79 pg/mg
Muestreo 2 4.96x1.21 pg/mg 4.66x0.89 pg/mg

SD = Desviacion estandar.
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4. DISCUSION

4.1.Respuestas conductuales y fisiolégicas inducidas por la exposicion a una
situacion estresante

Son numerosos los trabajos que han analizado las respuestas conductuales y fisiolégicas de los perros
al ser sometidos a diferentes estresores (Engeland et al., 1990; Beerda et al.,, 1997; Rooney et al,,
2007; Siniscalchi et al., 2013; Gruen et al., 2015). De igual modo, son numerosos también los diversos
protocolos que utilizan los investigadores, asi como las variables comportamentales que incluyen
para su estudio. Relacionado con esto, la eleccién del estimulo aversivo que empleamos en ambos
experimentos se ha usado antes ampliamente en la especie canina (Bueno et al., 1989; Gue et al,,

1989; Engeland et al., 1990; Beerda et al., 1998; Araujo et al,, 2013).

En el caso de los dos estudios de este capitulo se emple6é una adaptacién del modelo de Araujo y
colaboradores (2013). En dicho estudio tomaron como medidas conductuales la distancia recorrida,
la inactividad, el grooming, el olfateo, el rearing y la miccion. El andlisis de sus datos arrojé que la
inactividad - que result6 ser la medida mas robusta y confiable - se incrementaba durante la
exposicion al sonido de tormenta en comparacién con los momentos en los que no se aplicaba este
estimulo. Sin embargo, la distancia recorrida no se veia afectada. En este sentido, los investigadores
atribuyeron el aumento en la duracién de la inactividad durante la fase de aplicacién del sonido
principalmente a un aumento en el comportamiento de congelacién (Araujo et al.,, 2013). De forma
similar, en otro estudio en el que utilizaron este mismo modelo interpretaron la duraciéon de la
inactividad y la distancia recorrida en cada una de las fases como medidas de ansiedad (DePorter et
al,, 2012). Por otra parte, en otro estudio en el que emplearon el test de open field en perros - sin
aplicacién de estimulos sonoros aversivos - usaron como medidas conductuales la locomocidn, la
inactividad, el grooming, el olfateo, el rearing, 1a miccion, la vocalizacién y los saltos (Siwak et al.,
2001).Teniendo en cuenta estos antecedentes, en nuestro caso se decidi6 analizar como parametros
comportamentales el freezing, 1a locomocidn, el rearing, el olfateo, la vocalizacion, el grooming y la
conducta de eliminacién. Tal y como se ha explicado en el apartado anterior, en nuestro estudio piloto
encontramos algunas diferencias significativas entre los dos grupos. Concretamente, en la conducta
de grooming durante la fase anticipatoria - siendo el grupo con predictibilidad el que la mostraba en
mayor medida -, asi como en la conducta de rearing - siendo superior en el grupo con predictibilidad
-y en la de olfateo - en este caso mostrandola en mayor medida el grupo sin predictibilidad -, ambas

en la fase de exposicion al sonido aversivo. No obstante, cabe sefialar que la interpretacion de estos
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comportamientos puede ser complicada. Por ejemplo, con respecto al grooming, en un estudio en el
que 23 perros con problemas relacionados con la separaciéon fueron grabados en sus casas cuando se
quedaban solos, encontraron que este comportamiento no se observo ni una sola vez. Este hallazgo,
unido a otros resultados que obtuvieron, los llev6 a sugerir que esto era compatible con un estado de
ansiedad. Sin embargo, se debe indicar también que algunos autores proponen que el grooming
puede constituir una actividad de desplazamiento (Voith, 1988). En cuanto al rearing, se considera
en general parte del comportamiento exploratorio (Carli et al., 1989). Aun asi, conviene destacar que
este test no puede diferenciar la postura erguida sobre las dos patas traseras como parte de la
conducta exploratoria o como expresion del afrontamiento activo de los animales en una situacién
de estrés. De forma similar, el olfateo puede considerarse un elemento de la conducta exploratoria.
En relacién con esto, conviene tener en cuenta que la exploraciéon con frecuencia se basa en la
presencia de estimulos novedosos en el ambiente (Crusio, 2001). Con lo cual, en nuestros estudios
este comportamiento pudo verse afectado por el incremento gradual de la familiaridad de los perros
con la sala de experimentacion. Ademas, de nuevo, el test de open field no puede distinguir la
actividad motora - que puede formar parte de la actividad espontanea o de la conducta de escape -
del comportamiento exploratorio del entorno (Siwak et al.,, 2001). Por tanto, la interpretacién de
estos pardmetros puede ser ambigua e insuficiente para determinar un posible efeto de la

predictibilidad en la respuesta de los animales.

En otro orden de ideas, mas alla de lo complicada que puede resultar la interpretacion de las medidas
conductuales, también la recolecciéon de los datos relacionados con estas variables puede ser
compleja. Un ejemplo de ello lo constituye la inaccién o inactividad. Landsberg y colaboradores
definieron la inactividad como “el tiempo pasado en un estado inactivo, tanto en posicién sentada
como acostada y sin participar en ningin otro comportamiento” (Landsberg et al, 2015).
Nuevamente, se trata de un comportamiento ambiguo cuya definiciéon precisa es fundamental para
una interpretacion correcta. Por ejemplo, aunque esta inaccion es interpretada con frecuencia como
freezing o congelamiento, ni siquiera hay una definicién unificada sobre este concepto. Las posibles
consecuencias de esta falta de consenso se vieron reflejada de forma evidente en los dos estudios de
este capitulo, pues se obtuvieron diferencias importantes de frecuencia de aparicion del freezing en
funcion de la descripciéon empleada. En el primer estudio se definié como la ausencia de cualquier
conducta dirigida, lo cual llevé a que se registrara la aparicion de este comportamiento en todas las
fases experimentales. Es decir, tanto en presencia como en ausencia del estimulo aversivo. Asimismo,
result6 ser el comportamiento que con mas frecuencia exhibieron los animales. En el caso del

segundo estudio, la adicién de un matiz con relacion a la rigidez general del cuerpo redujo en gran
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medida la observacién de esta conducta, de manera que Unicamente aparecié en cantidad suficiente
como para ser analizada en los momentos de exposicion al estimulo sonoro. Esta discriminacion
entre inactividad y freezing que se estableci6 en el segundo estudio cuadra mas con las teorias de
Jeffrey Gray y Neil McNaughton. Estos investigadores proponen la existencia de un estado central de
inhibicién del comportamiento en situaciones de incertidumbre en las que se produce un conflicto
entre la necesidad de aproximarse y la de evitar (Gray and McNaughton, 2000). Robert y Caroline
Blanchard proponen una concepcion similar, pero centran la diferencia entre la congelacién y lo que
ellos llaman la inactividad defensiva en el estimulo amenazante, basicamente en cuanto si este es real
o potencial (Blanchard and Blanchard, 1989). En contraste, el enfoque de Gray y McNaughton pone
el énfasis en los patrones de comportamiento y sus funciones. De esta manera, cuando el objeto de
las acciones del animal es alejarse de la fuente de peligro se activaria el sistema de lucha, huida y
congelacion. Por otro lado, cuando el objetivo es uno que requiere moverse hacia la fuente de peligro
- entrando asf{ en conflicto - se activaria el sistema de inhibicién del comportamiento. La distincion
entre la amenaza potencial y real estaria altamente correlacionada con la activaciéon de estos
sistemas, tal y como proponen los Blanchard, pero no seria una condicién necesaria. De esta manera,
Gray y McNaughton no equiparan la congelacién con la inhibicién conductual aunque ambos
términos se caracterizan por la ausencia de comportamiento. En concreto, ven el freezing como parte
integral del conjunto de patrones de comportamiento que retiran al animal de una situacidn peligrosa
y, por su parte, utilizan el término de inhibicién conductual para indicar que efectivamente se esta
inhibiendo una forma de comportamiento de aproximacion, pero que, ademas, va a acompanada a
menudo de una evaluacion de riesgo activa (Gray and McNaughton, 2000). Como sefiala LeDoux, en
este tipo de estrategia de evitacion pasiva el dafio se previene reteniendo una respuesta, por lo que
puede resultar complicada de distinguir de la congelacion si Gnicamente se estd observando el
comportamiento (LeDoux, 2015). Sin embargo, desde otros niveles es posible diferenciarlas. Por
ejemplo, algunos medicamentos como las benzodiacepinas parecen reducir la evitacién pasiva pero
no afectan ala congelacion frente un estimulo concreto (Gray and McNaughton, 2000; LeDoux, 2015).
También se han sefialado ligeras diferencias en la corporalidad adoptada - hablando de roedores -,
puesto que una postura en la que el individuo estira hacia delante la cabeza y los hombros seguidos
de una retracciéon de la misma (stretch attend postures) no se veria en un congelamiento verdadero
(Gray and McNaughton, 2000). Al mismo tiempo, conceptualmente son fenémenos diferentes, pues
el freezing representa un patrén de reaccidn fijo defensivo y la evitacion pasiva se considera mas bien
una accion instrumental que se aprende por sus consecuencias (LeDoux and Daw, 2018). Es decir,

cuando es imposible escapar o esconderse la inmovilidad es el inico método efectivo para evitar
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riesgos (Blanchard, 1988). En este marco, conviene evidenciar que en nuestros dos estudios los
animales realmente no disponian de opciones para dar respuestas activas que les permitiera escapar
o evitar el estimulo aversivo. Por tanto, la inactividad que mostraron durante los periodos en los que
no fueron expuestos al sonido podria representar este fendmeno. Aun asi, como se adelantaba, no
siempre se podra distinguir inequivocamente ambos sistemas desde el punto de vista conductual,
pues en fases iniciales del patréon de respuesta ante una amenaza potencial se puede producir una
forma de inhibicién conductual de alta intensidad que es muy similar a la congelacién, aunque

neuronalmente diferente (Gray and McNaughton, 2000).

En el segundo estudio del capitulo, ademas de los comportamientos relacionados con la actividad, las
vocalizaciones y la conducta de eliminacién, tras una revision de la bibliografia existente se
incluyeron otras categorias de comportamiento. Entre ellas, una categoria con diferentes posturas
(Lefebvre et al., 2010; Konok et al, 2011; Protopopova et al., 2014), una de signos defensivos
(Engeland et al., 1990; Palestrini et al., 2010; Siniscalchi et al.,, 2013; Travain et al., 2015) y otra de
conductas de desplazamiento (Beerda et al,, 1997; Lund and Jgrgensen, 1999; Scaglia et al,, 2013;
Protopopovaetal, 2014; Travain et al., 2015). No obstante, cabe subrayar que el registro de una gran
cantidad de comportamientos puede dificultar la validacién estadistica (Beerda et al, 1998).
Igualmente, tal y como se ha comentado en cuanto a la valoracién de los pardmetros
comportamentales en el estudio piloto, el andlisis de estas variables puede ser complicado. Por poner
un ejemplo, en un estudio en el que se compararon los comportamientos de perros diagnosticados
con problemas relacionados con la separacién y perros que no presentaban estos problemas, Scaglia
y colaboradores encontraron en los segundos algunas de estas conductas (como las vocalizaciones,
el lip licking o los bostezos) (Scaglia et al., 2013). Los investigadores apuntaron a que su aparicién no
es especifica de este tipo de situaciones estresantes y que pueden desencadenarse por otros
estimulos. De todas formas, también afiadieron que cabia la posibilidad de que se estuviera

subestimando el nimero de animales con estos trastornos.

En nuestro caso no se hallé ninguna diferencia significativa entre los dos grupos para ninguna de las
variables comportamentales analizadas en ausencia del sonido aversivo. Unicamente se detect6 una
diferencia significativa entre ambos grupos en cuanto al andlisis durante la exposicion al estimulo
aversivo el ultimo dia de la fase de exposicion al sonido. Concretamente, los perros del grupo sin
predictibilidad mostraron mas signos defensivos con respecto a los perros del grupo con
predictibilidad. En relacién con estos resultados, cabe sefialar que las observaciones conductuales
pueden estar limitadas en la evaluacion del estrés cronico. Entre otras razones porque el

comportamiento en situaciones estresantes es bastante variable y no necesariamente especifico de
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estas, con lo cual la interpretacion de este tipo de datos puede ser confusa (Beerda et al., 2000).
Asimismo, las diferencias en los protocolos utilizados por los investigadores amplifican
notablemente la diversidad en las respuestas conductuales de los perros expuestos a distintos
estresores (Beerda et al., 1997), al igual que el hecho de que los entornos experimentales sean muy
variopintos (domicilios, centros veterinarios, instalaciones de refugios y centros de investigacion,
entre otros). Por otra parte, algunos de los articulos presentan una descripcién detallada y precisa
de las variables comportamentales que incluyen y otros no, lo cual dificulta que se puedan integrar
los datos de diferentes trabajos en una discusion. De forma similar, muchos estudios utilizan estas
respuestas conductuales como medidas de miedo, de ansiedad y de estrés de forma indistinta. Todas
estas diferencias a la hora de valorar el estrés pueden dificultar la comparacién entre articulos

(Basset and Buchanan-Smith, 2007).

Teniendo en cuenta lo expuesto hasta el momento, parece evidente la importancia de combinar las
medidas conductuales con parametros fisiol6gicos con el objetivo de mejorar la interpretacion de los
datos de comportamiento. En este sentido, en el estudio de Engeland y colaboradores - en el que
analizaron la respuesta fisiolégica de perros expuestos a un estimulo sonoro intenso - encontraron
un rapido aumento de la frecuencia cardiaca y de la presion arterial media, asi como incrementos en
la secrecién adrenomedular y la conductancia vascular adrenal en comparacion con el grupo control
(Engeland et al,, 1990). En otro estudio encontraron incrementos de la frecuencia cardiaca y de los
niveles de cortisol en saliva en perros expuestos a ruido intenso a 95 decibelios, pero noa 70 y 87
decibelios (Beerda et al.,, 1997). Por su parte, Dreschel y Granger también reportaron un aumento de
los niveles de cortisol en saliva en respuesta a estimulos acusticos (Dreschel and Granger, 2005). De
forma especifica, en cuanto al analisis del cortisol, en los tltimos afios las matrices acumulativas como
el pelo han ganado protagonismo en la valoracién de la actividad del eje HPA a largo plazo (Russell
et al, 2012). En este aspecto, hay estudios que han demostrado la correlacion entre las
concentraciones de cortisol en pelo y en saliva o heces en el caso de los perros (Accorsi et al., 2008;
Bennett and Hayssen, 2010; Bryan et al., 2013). Por su parte, Siniscalchi y colaboradores encontraron
una relacion entre los niveles de cortisol en pelo y algunas de las respuestas conductuales que
analizaron en perros expuestos a diferentes estimulos acusticos (Siniscalchi et al., 2013). Aun asi,
cabe senalar que las relaciones entre el comportamiento inducido por estrés y las concentraciones

del cortisol siguen sin estar claras (Rooney et al., 2007).

En nuestro caso se decidié complementar el analisis en el segundo estudio con la valoracion de los
niveles de cortisol en pelo. Sin embargo, no se hallé ninguna diferencia significativa entre los niveles

iniciales y finales de cortisol, asi como tampoco se encontré ningun efecto del grupo. En relacion con
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estos resultados, es posible que las limitaciones metodolégicas asociadas a la generaciéon de
predictibilidad, asi como un probable efecto de adaptacién de las respuestas de los animales y la
influencia de la variabilidad individual, hayan lastrado la capacidad de detectar diferencias entre los
grupos. Ademas, es posible que la comparacién entre ambas muestras pueda resultar complicada, ya
que la primera reflej6 la acumulacién de cortisol de meses mientras que la segunda inicamente de
unas semanas. A pesar de ello, Grigg y colaboradores apuntan a que el hecho de que todos los perros
hubieran permanecido en el mismo entorno los meses previos al estudio podria diluir este efecto
(Grigg et al,, 2017). En cualquier caso, una recomendacién para futuros estudios consistiria en
complementar el andlisis de las medidas fisiolégicas con otras valoraciones como la toma de
muestras repetidas de cortisol salival o fecal, cambios en la frecuencia cardiaca y la temperatura

corporal, entre otros. Si bien, esto implicaria la recoleccién de un mayor nimero de muestras.

4.2.Efecto de la predictibilidad sobre la respuesta de estrés derivada de la
exposicion a un estimulo aversivo

Existe una extensa bibliografia acerca de las consecuencias de los ambientes imprevisibles (Mineka
and Hendersen, 1985), incluidas la respuesta fisiologica exacerbada (Weiss, 1970; Seligman and
Meyer, 1970; Mineka and Kihlstrom, 1978; Guile, 1987). Sin embargo, los estudios que han intentado
relacionar la predictibilidad con medidas fisiolégicas son poco consistentes en las conclusiones

(Basset and Buchanan-Smith, 2007).

Conviene tener en cuenta que la predictibilidad es un concepto con multiples dimensiones que
permite la manipulacidn de varias caracteristicas del estimulo aversivo (Shankman et al,, 2011). Por
ejemplo, el momento (cuando va a aparecer), la duracion (cuanto tiempo), la modalidad o tipo de
evento aversivo y la intensidad, entre otros. En este sentido, la mayoria de los estudios se centran en
manipular el momento de aparicién, incluidos los del presente capitulo. En el estudio piloto se
establecid la predictibilidad a través de un estimulo que sefialaba la ocurrencia del evento aversivo.
No obstante, de forma inconsciente - y con el objetivo de dar un cierto margen para poder observar
las conductas de los perros durante la fase anticipatoria - se gener6 también una cierta previsibilidad
temporal, pues el sonido aversivo nunca aparecia antes del primer minuto de estancia en el open field.
Sin embargo, los resultados de un trabajo en el que analizaron tanto la previsibilidad temporal como
la sefialada sugerian que esta ultima podia ser mas perceptible, o tal vez incluso de preferencia (Badia
etal., 1975). En cualquier caso, en el segundo estudio se decidid aplicar el sonido en varias ocasiones

de forma aleatoria dentro de cada sesidn, con el objetivo de generar una imprevisibilidad mayor. Con
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todo, Shankman y colaboradores advierten que el hecho de no poder predecir algunas de estas
caracteristicas — aun manipuldndose una en concreto - podria influir en las respuestas que se
observan en los individuos (Shankman et al.,, 2011). Con lo cual, cabe la posibilidad de que se redujera
el posible efecto de la predictibilidad al anular por completo una de sus dimensiones, mermando la

percepcién de periodos seguros que permitiera atenuar las respuestas preparatorias.

Esto adquiere todavia mas importancia si se tiene en cuenta la relacion entre la capacidad de predecir
y la de controlar como moduladores de los efectos de la estimulacién aversiva en los animales (Dess
etal, 1983; Maier, 1984; Mineka and Hendersen, 1985; Koolhaas et al,, 2011). Ambos factores pueden
influir en la manera en la que los individuos afrontan una situacién estresante y tratan de reducir el
impacto de los estresores (Armario, 2006). Como se adelantaba anteriormente, en el caso de nuestros
estudios los perros no tenian forma de escapar o evitar la situacién, con lo cual el comportamiento
de los animales no alteraba la probabilidad de ocurrencia del evento estresante. En tal caso, la
anticipacion del sonido aversivo puede que no ayudara demasiado a los perros a hacer frente a la
situacidn, al igual que se sugiere en otros estudios (Madaro et al., 2016). En consonancia con esto,
Sapolsky subraya que la capacidad de predecir no siempre sirve de ayuda. Por ejemplo, en
circunstancias en las que el agente estresante es inevitable su sefializacién no permitiria modificarlo,
aunque si favoreceria cambiar en parte su percepcion. Otras condiciones que podrian influir en la
capacidad de la predictibilidad para proteger de las consecuencias negativas del estrés son la
frecuencia y la intensidad del agente estresante (Sapolsky, 2004), asi como los intervalos de tiempo
entre la aparicion de la sefial predictiva y el estresor (Pitman et al.,, 1995). En este sentido, Sapolsky
sugiere que cuando la sefial predictiva aparece justo antes que el estresor apenas contribuiria a
aliviar la anticipacion psicologica (Sapolsky, 2004). Aparte de eso, hay investigadores que sefialan la
posibilidad de que muchos de los efectos atribuidos a la predictibilidad puedan deberse a incluir el
control como parametro experimental de forma inconsciente, generando una confusién entre los

efectos de ambos (Bassett and Buchanan-Smith, 2007).

Existen varias explicaciones alternativas para la falta de diferencias en las comparaciones entre los
grupos de nuestros estudios. Por un lado, es posible que no se haya generado un contraste en cuanto
a la predictibilidad lo suficientemente robusto. En el primer estudio, tal y como sefialdbamos, la
ausencia del estimulo aversivo de forma sistematica durante el primer minuto pudo introducir
previsibilidad temporal para los perros de ambos grupos. Ademas, tal y como se comentara a
continuacion, las sefiales predictivas contextuales - iguales también para los dos grupos - tal vez
pudieron contribuir a diluir las diferencias en cuanto a la predictibilidad generada. Con respecto al

segundo estudio, es posible que, en un intento de establecer una imprevisibilidad mas soélida
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aplicando el estimulo aversivo en multiples ocasiones dentro de cada sesidn, se anulara por completo
una de las dimensiones de la predictibilidad (la temporal). De esta forma pudo reducirse la
percepcidén de periodos seguros, influyendo en las respuestas de los individuos del grupo tratamiento
y diluyendo nuevamente las diferencias. Por otro lado, pudo haber variables que no controlamos y
que pudieron complicar el andlisis alin mas: como la adaptacion al estrés repetido y las diferencias

individuales en las respuestas a los estresores, ambas comentadas con detalle a continuacion.

4.3.Limitaciones metodoldgicas

4.3.1. Efecto del contexto

Resulta de por si complicado definir qué constituye el contexto en una situaciéon experimental, pues
son numerosos los estimulos que lo pueden componer (Fanselow, 2007). En cualquier caso, a
grandes rasgos el contexto constituiria un estimulo de duracion relativamente larga que incorpora
aquellos que deben ser aprendidos, tanto los condicionados como los discriminativos (Bouton, 2010).
De forma especifica, en los dos estudios del presente capitulo se alteraba la rutina de los perros y se
hacia un recorrido por zonas por las que habitualmente no transitaban. Ademas, los propios
investigadores, los alrededores de la nave en la que se desarrollaron los estudios, la sala de
experimentacién y todos sus elementos constituyentes podrian formar parte de ese concepto amplio
de contexto. Esto conviene tenerlo en cuenta, pues a través del aprendizaje asociativo se restringe el
nimero de estimulos que pueden provocar respuestas defensivas y, en definitiva, se obtiene
previsibilidad con respecto a los posibles eventos del entorno (Grillon, 2002). De hecho, hay autores
que sugieren que el contexto puede provocar respuestas del mismo modo que cualquier otro
estimulo condicionado y, por tanto, competir por el control de la conducta (Bouton, 2010). En
nuestros estudios todos los perros, con independencia del grupo, estaban expuestos a estas
alteraciones de la rutina, asi como a zonas, personas y estimulos en general que podian acabar

generando una considerable predictibilidad previa a las sesiones.

4.3.2. Diferencias individuales

Son numerosos los estudios que han detectado diferencias individuales en perros en las respuestas
conductuales a los estresores (Beerda et al.,, 1997; Beerda et al., 1998; Hiby et al., 2006; Rooney et al.,
2007; Akerberg et al, 2012; Titulaer et al.,, 2013; Part et al., 2014; Landsberg et al.,, 2015; Grigg et al.,
2017), asi como en las respuestas defensivas en general (para una revision mirar Boissy, 1995). Por

poner un ejemplo concreto, en dos estudios que utilizaron el modelo en el que se basé el que
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empleamos nosotros hallaron diferencias en cuanto a la actividad, de manera que en una ocasién los
perros mostraron una reducciéon de esta en respuesta al estimulo aversivo sonoro (Araujo et al.,
2013) y en otra, en cambio, algunos animales mostraron un aumento y otros una disminucién en
respuesta al sonido (Landsberg et al, 2015). Incluso, en un trabajo en el que los perros eran
individuos relacionados que permanecian en las mismas condiciones de alojamiento y que estaban
sujetos al mismo manejo, encontraron una variaciéon considerable en la locomocién y en el consumo
de alimentos tras la exposicion a situaciones estresantes (Akerberg et al., 2012). Por su parte, Rooney
y colaboradores (2007) encontraron muy poca correlaciéon entre el comportamiento y las medidas
fisiologicas a pesar de haber utilizado un grupo de perros de aparente homogeneidad en cuanto a
raza, sexo e historial de crianza. Los propios investigadores proponen que esto posiblemente se deba
a variaciones genéticas y sutiles diferencias ontogénicas que llevan a la diversidad en el
temperamento de los animales (Rooney et al., 2007). En relacién con esto, en un curioso estudio con
ratones genéticamente idénticos a los que alojaron tres meses en un mismo ambiente enriquecido,
los investigadores observaron cémo estos acabaron divergiendo con el tiempo, mostrando
importantes diferencias individuales en el comportamiento y la estructura cerebral como
consecuencia de pequenas variaciones tempranas en buena medida fortuitas (Freund et al., 2013).
Asimismo, estas variaciones individuales podrian trasladarse incluso a la activacion del eje
hipotaldmico-hip6fisis-adrenal (Siniscalchi et al., 2013). Por otra parte, conviene tener en cuenta que
varios de los perros que participaron en nuestros estudios mostraban lo que suele denominarse un
temperamento temeroso (Jones and Gosling, 2005). Todos ellos fueron criados en instalaciones de
centros de cria, con lo cual es probable que no tuvieran contacto con una amplia diversidad de
ambientes y de estimulos durante los periodos sensibles de desarrollo. En este aspecto, se sabe que
los comportamientos defensivos cambian a lo largo del desarrollo (Wiedenmayer, 2009),
adquiriendo especial relevancia la ontogenia temprana. Es razonable pensar que esto también pudo

influir en los resultados que obtuvimos.

En definitiva, la variabilidad en las respuestas puede complicar la interpretacion del comportamiento
de los animales en situaciones estresantes (Beerda et al., 1997). Aparte, el efecto de estas diferencias
individuales se evidencia especialmente en los estudios con tamafios de muestra pequefios como los
nuestros. Con lo cual, en un intento de rebajar el impacto de dicha variabilidad y de reducir el riesgo
de malinterpretar las mediciones de estrés, se recomienda valorar multiples parametros fisiologicos

y conductuales (Beerda et al., 1997; Hiby et al,, 2006).
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4.3.3. Habituacion

Con frecuencia se observa la reduccién de algunas de las respuestas bioldgicas tipicas del estrés al
exponer a los animales de forma repetida a las situaciones estresantes (Armario, 2006). Se trata de
un patrén sélido en la literatura con diferentes tipos de estimulos y en multiples especies (Bhatnagar
and Meaney, 1995; Head et al., 1997; Garcia et al., 2000; Jaferi et al.,, 2003; Matsunaga and Watanabe,
2010). En este sentido, Koolhaas y colaboradores sefialan que es facil que se produzca una adaptacién
en los modelos de estrés cronico que utilizan estimulos aversivos agudos e intermitentes, entre otras
cosas porque la exposicion repetida puede llevar en si misma un incremento de la previsibilidad
(Koolhaas et al., 2011). En un estudio en el que utilizaron el modelo cuya modificacién empleamos
nosotros, describieron habituacion en los cinco dias que durd el trabajo. De igual modo, también
encontraron cambios fisiologicos consistentes con este fendmeno, fundamentalmente las variaciones
en las frecuencias cardiacas (Gruen et al., 2015). Sin embargo, cabe sefialar que hay investigadores
que sugieren que esta adaptacién al estrés repetido no cumpliria con algunas de las reglas
relacionadas con los mecanismos de habituacion (Marti and Armario, 1998; Armario, 2006). Por su
parte y de modo similar, Grissom sugiere que la disminucidn gradual de la magnitud de la respuesta
fisiolégica en las exposiciones repetidas a estresores reflejaria un proceso adaptativo que no cumple
con todos los criterios del concepto de habituacién como aprendizaje no asociativo simple, sino que

implicaria mecanismos potencialmente mas complejos (Grissom and Bhatnagar, 2009).

Nuestros resultados son consistentes con este fendmeno de adaptacién. De forma concreta, el analisis
detallado de los datos reveld claramente como determinadas conductas - como las variables de
actividad (movimiento con y sin olfateo, asi como la inactividad) y los signos defensivos - mostraron

un cambio con el tiempo, reduciéndose a partir de la mitad del estudio.

4.3.4. Tamaio de la muestra

Légicamente nuestra muestra no es representativa de la poblacién canina en su conjunto, pues se
trata estudios pequefios y de perros de la misma raza. Ademas, como se ha adelantado, el pequefio
tamafio muestral dificulta la capacidad para detectar efectos significativos debido a la propia

variacion dentro de cada grupo.
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5. CONCLUSIONES

En el caso de nuestros estudios no se ha podido demostrar claramente que la capacidad de anticipar
el estresor pueda reducir la respuesta de estrés. Como se ha sugerido, esto podria deberse a que la
previsibilidad tiene un efecto limitado en este modelo, a restricciones metodolégicas o incluso una
combinacién de ambos. En conclusion, los estudios que investigan los efectos de la predictibilidad
sobre las respuestas conductuales y fisiologicas pueden ser complejos a nivel experimental y

confusos en las interpretaciones de los resultados.

Por otra parte, se ha subrayado la importancia de interpretar con cautela los parametros de
comportamiento debido a la variabilidad que existe en las respuestas conductuales de los animales
al enfrentar situaciones estresantes. Incluso la combinacién con medidas fisiolégicas no siempre
arroja resultados claros. En relacién con esto, la comparacion entre estudios puede verse dificultada
como consecuencia de los diversos parametros fisiolégicos y conductuales que se utilizan para
valorar el estrés. Ademas, las definiciones sutilmente distintas que se pueden encontrar en la

bibliografia también pueden complicar la integracién de los resultados de diferentes trabajos.
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1. INTRODUCCION

El concepto de estrés puede definirse como el conjunto de respuestas fisiologicas y de
comportamiento que resultan de una amenaza real o interpretada para la integridad fisiolégica o
psicolégica de un individuo (McEwen, 2007). Con relacion a las respuestas fisiologicas, la exposicion
a estresores conlleva la activacion de dos sistemas neuroendocrinos: el eje hipotaldmico-simpatico-
adrenomedular y el eje hipotalamico-pituitario-adrenocortical (HPA) (Romero and Butler, 2007;
Habib et al,, 2001). El andlisis del posible impacto patolégico del estrés clasicamente se ha centrado

en el eje HPA.

Los animales domésticos pueden exponerse a numerosas situaciones estresantes en su dia a dia. En
el caso concreto de los gatos, un factor determinante para ello parece ser la falta de conocimiento
sobre el comportamiento normal de esta especie por parte de los propietarios (Bradshaw, 2018). Por
otra parte, algunos autores dividen los factores estresantes que pueden afectar a los animales en el
entorno doméstico en tres categorias: factores fisicos, sociales y aquellos relacionados con el manejo
de las personas (Amat et al, 2016). Particularmente en los gatos, algunas de las principales causas
ambientales que generan estrés en esta especie incluyen los cambios en el entorno, los ambientes
empobrecidos que impiden la manifestacion de comportamientos naturales y necesarios, las

relaciones sociales con las personas y otros animales, asi como la falta de control y previsibilidad.

El estudio de los problemas de comportamiento en los que esta implicado el estrés es importante por
varios motivos. En primer lugar, las situaciones estresantes, fundamentalmente las sostenidas en el
tiempo, pueden tener un marcado impacto negativo a nivel del bienestar del individuo (Broom and
Johnson, 1993). En segundo lugar, el estrés parece contribuir al desarrollo de diferentes
enfermedades, como la cistitis idiopatica (Westropp and Buffington, 2004; Buffington et al., 2006;
Defauw et al,, 2011), las infecciones del tracto respiratorio superior (Tanaka et al, 2012), o las
patologias dermatolégicas (Virga, 2003), entre otras. Por ultimo, el estrés, ademas de favorecer la
aparicion de multiples conductas problematicas, también puede limitar la eficacia de las medidas
terapéuticas planteadas para controlar dichas conductas, con lo cual puede contribuir a una peor
evolucion de los casos. Esta cuestion adquiere gran trascendencia al tener en cuenta que los
problemas de comportamiento pueden constituir un riesgo potencial para el vinculo humano-animal
y que ademas son una causa frecuente de abandono y eutanasia en las especies domésticas (Edney,

1998; Salman et al., 2000).
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Los cambios que el estrés puede generar a nivel comportamental son numerosos y pueden tener
manifestaciones muy diferentes. Desde la inhibicién del comportamiento normal del gato a
alteraciones mas evidentes que pueden ser peligrosas para las personas, otros animales o el propio
individuo, asi como aquellas que pueden resultar molestas para los propietarios. En el primero de los
supuestos, las manifestaciones conductuales derivadas de la situacién de estrés consisten
habitualmente en que los gatos pasan gran parte del tiempo escondidos, juegan menos y se reducen
los comportamientos exploratorios y afiliativos (Amat et al., 2016). Debido a que estos cambios del
comportamiento normal del gato son relativamente sutiles, es facil que pasen desapercibidos para

los propietarios. Con lo cual, podria perpetuarse la situacidn estresante para el animal.

Teniendo en consideracion los motivos previamente mencionados, resulta fundamental disponer de
indicadores adecuados para medir y evaluar cientificamente los efectos del estrés en esta especie.
Desde la perspectiva fisiolégica el indicador més utilizado para valorar la respuesta de estrés es la
concentracién de glucocorticoides como representacidn de la actividad del eje HPA. Sin embargo,
cabe sefialar que, a diferencia de los biomarcadores de estrés agudo, actualmente no se dispone de
ningun marcador biolégico suficientemente fiable de estrés cronico. Entre otras cuestiones, debido a
su etiologia compleja y la gran variabilidad individual en sus manifestaciones (Russell et al., 2012).
En relacién con el cortisol, existen diferentes matrices para detectar sus concentraciones, como el
plasma, la saliva, las heces o el pelo, entre otras. En este sentido, desde hace unos afios las matrices
acumulativas como el pelo han ganado protagonismo en la valoracidn de la actividad del eje HPA a
largo plazo (Russell et al., 2012) y se estan utilizando cada vez mas en estudios en humanos y en
investigacidn sobre estrés y bienestar animal. La principal ventaja de este tipo de matrices es que
extienden notablemente los limites de monitoreo del estrés en un solo muestreo. Asimismo, el pelo
es facilmente accesible (Koren et al,, 2002), el método para la obtencién de las muestras es poco
invasivo y el almacenamiento y conservacion de estas no requiere condiciones especiales (Tallg,
2016). El hecho de poder reducir en gran medida el esfuerzo de tomar muestras repetidas - lo que
ocurre con las de saliva o heces, por ejemplo - sin duda representa una ventaja metodolégica. Por
otra parte, los hallazgos de estudios que han demostrado en diferentes especies la correlacidn entre
las concentraciones de cortisol en pelo y en saliva o heces (Davenport et al., 2006; Accorsi et al., 2008;
Bennett and Hayssen, 2010; Bryan et al., 2013) apoyan el empleo de esta metodologia. Ademas,
aquellos trabajos que han llevado a cabo la aplicacion repetida de la hormona adrenocorticotropa
(ACTH) con el objetivo de imitar la respuesta del eje HPA frente a los estresores recurrentes también
se han utilizado para validar el analisis del cortisol en pelo como indicador de estrés a largo plazo

(Gonzalez-de-la-Vara et al, 2011; Terwissen et al,, 2013). Con todo y con eso, cabe apuntar a que
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actualmente existen pocos trabajos en la especie felina en los que se haya valorado la viabilidad del
uso del pelo en la medicién del cortisol como indicador de estrés crénico. No obstante, se han
encontrado resultados prometedores en estudios que han explorado esta metodologia en gatos
domeésticos como alternativa fiable a otras técnicas no invasivas en el monitoreo de la actividad del

eje HPA (Accorsi et al,, 2008).

Por ultimo, no se dispone de parametros fiables en el contexto de las consultas de la especialidad de
la etologia clinica para evaluar la respuesta de estrés de los animales y la evolucion de estos durante
la aplicacién de los protocolos de tratamiento. Esto hoy por hoy Unicamente se puede valorar de
forma indirecta a través de indicadores comportamentales y de la valoraciéon subjetiva del
propietario. Por tanto, teniendo en cuenta la frecuencia de los problemas de comportamiento
relacionados con el estrés en esta especie y sus posibles consecuencias, disponer de indicadores que
implicaran metodologias poco invasivas y que permitieran un analisis objetivo de la evolucién de los
animales constituirfa una herramienta de gran potencial. Por todo ello, parece importante comprobar

si el uso de la medicidén del cortisol en pelo es viable en la valoracidn del estrés cronico en gatos.

En el presente trabajo se utiliz6 esta metodologia en gatos que vivian en un ambiente doméstico. Los
objetivos del estudio consistieron en tres cuestiones fundamentales. Por un lado, en (1) evaluar la
relacion entre la concentraciéon de cortisol y una serie de variables del animal (el color del pelo, la
edad y el sexo) y del ambiente (la composicién del grupo social y las condiciones de alojamiento). Por
otro lado, en (2) comprobar si los niveles de cortisol en pelo eran significativamente mas altos en
gatos que mostraban cambios de comportamiento relacionados con el estrés en comparacion con los
del grupo control. Y, por tultimo, en (3) analizar si dichos niveles se reducian significativamente con

las estrategias terapéuticas dirigidas a reducir el estrés.
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2. MATERIAL & METODOS

2.1.Poblacion de estudio

Setenta y siete animales (n=77) fueron incluidos en el estudio. De ellos, cuarenta y dos formaron
parte del grupo tratamiento (n=42) y treinta y cinco del grupo control (n=35). Del total de animales
que participaron en el estudio, treinta y uno fueron machos (31/77) y cuarenta y seis, hembras
(46/77). Del total de machos, catorce formaron parte del grupo control (14/35) y diecisiete del grupo
tratamiento (17/42). Con respecto al total de hembras, veintiuna estaban en el grupo control (21/35)
y veinticinco en el grupo tratamiento (25/42). Setenta y dos gatos estaban castrados (72/77) y cinco
de ellos no (5/77). Ocho animales (8/77) eran menores de un afio, cuarenta y seis (46/77) tenian
una edad comprendida entre uno y siete afios y veintitrés (23/77) eran mayores de siete afios. Con
relacién a las razas, habia sesenta y tres gatos de la raza comun europeo (66/77), tres siameses
(3/77), dos cruces de siamés (2/77), cuatro persas (4/77), un bosque de Noruega (1/77) y un azul
ruso (1/77). Ademas, se recogieron datos de la composicién de animales en el domicilio, es decir, si
convivian o no con otros gatos y si en la casa habia animales de otras especies. Dieciséis gatos no
vivian con otros individuos de la misma especie (16/77) y sesenta y uno de ellos, si (61/77). Por otra
parte, cuarenta gatos convivian con uno o mas perros (40/77) y treinta y siete, no (37/77). En cuanto
alas condiciones de alojamiento, cincuenta y ocho gatos no tenian acceso al exterior (indoor) (58/77)
y diecinueve, si (outdoor) (19/77). Por ultimo, dos de los gatos tenfan inmunodeficiencia felina
(2/77),uno leucemia felina (1/77), auno le faltaba una falange de una de las extremidades delanteras

(1/77), una padecia problemas cardiacos y otra tenia hipertiroidismo (1/77).

2.2.Problemas de comportamiento

Los problemas de comportamiento relacionados con el estrés incluidos en este estudio fueron los
siguientes: respuestas defensivas ante estimulos ambientales y en contextos sociales (tanto con
personas como con otros animales), pica de origen comportamental, alopecia psicégena, problemas
de eliminacién derivados de una situacion de estrés, problemas de agresividad entre gatos que
convivian, problemas de agresividad hacia los propietarios y vocalizaciones excesivas. Logicamente,
en muchos de los casos se detectaron también otros cambios sutiles en el comportamiento como
consecuencia de ese estado de estrés: la reduccion de conductas normales como el juego, el
comportamiento exploratorio, el marcaje facial y las conductas afiliativas, asi como el incremento de

conductas como la vigilancia o el permanecer escondido.
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Todos los diagndsticos estuvieron basados en la entrevista a los propietarios por parte de un

especialista en comportamiento, asi como en la valoracién in situ del propio entorno del animal.

2.3.Metodologia

Todos los gatos del grupo tratamiento fueron pacientes del servicio de etologia clinica del Hospital
Clinico Veterinario de la Universidad Auténoma de Barcelona (UAB). Algunos de los propietarios de
estos gatos acudieron directamente al servicio como consecuencia del problema de su animal y otros
através de un anuncio que se publicé en diferentes lugares. De igual modo, los gatos del grupo control
fueron seleccionados de entre aquellos cuyos propietarios se pusieron en contacto tras ver el
anuncio. En todos los casos se realizaron tres visitas a lo largo de cuatro meses: una primera de
diagnostico y propuesta de pautas iniciales - en los animales del grupo tratamiento - o simplemente
de recogida de datos - en los del grupo control -, asi como dos sesiones de seguimiento. Todas las
visitas las hizo un veterinario especialista en comportamiento en el domicilio del animal para evitar
el estrés adicional asociado a la clinica veterinaria. En cada una de ellas se tomé una muestra de pelo
de los gatos participantes. Este enfoque metodolégico se baso en el abordaje shave and reshave, que
consiste en afeitar un area concreta al comienzo del periodo de estudio y afeitar de nuevo ese mismo

pelo que crece en los siguientes periodos (Meyer and Novak, 2012).

Cabe decir que de forma puntual el tiempo entre visitas se alargé ligeramente (hasta una semana)
por cuestiones horarias del propietario. Por otro lado, en uno de los gatos solo transcurrié un mes y
medio entre la primera y la segunda toma, recogiéndose en esta ultima una cantidad de pelo
insuficiente como para que pudiera analizarse. En relaciéon con esto, en cuatro animales mas no se
pudo analizar una de las tres muestras: en tres de ellos por haber una cantidad de pelo insuficiente y

en otro debido a razones técnicas.

2.4.Muestreo del pelo

Se recogié alrededor de 250 mg de pelo por muestra. Son numerosos los estudios en animales que
han revelado diferencias en la concentracion de cortisol en pelo en funcién de la regiéon anatémica
(Macbeth et al., 2010; Terwissen et al., 2013; Moya et al., 2013; Fourie et al., 2016; Casal et al., 2017).
Por este motivo, se estandarizé la region corporal de muestreo para todos los individuos,
empleandose concretamente la cara externa del muslo. No obstante, en uno de los gatos, debido a

que presentaba un problema de alopecia psicégena precisamente a nivel de las extremidades
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posteriores, se tomaron las muestras en la zona de la nuca. En el primer muestreo se rasuraba una
zona lo suficientemente amplia como para garantizar una cantidad suficiente de pelo en los
siguientes sin sobrepasar los margenes. Ademas, se hicieron fotografias en cada uno de los muestreos

para facilitar la identificacién de la zona exacta en la que rasurar en las siguientes visitas.

Por otra parte, para poder hacer el corte a nivel de la piel - cuestién importante para muestrear la
mayor longitud de pelo posible sin arrastrar foliculos pilosos - se utilizé una peladora. Esta era
especifica para gatos. La peculiaridad principal de este tipo de peladoras es que hacen menos ruido,
con lo cual se facilita que el animal acepte la manipulacién. La cuchilla se desinfect6 con alcohol tras
cada recolecciéon de pelo y cada muestra fue identificada y almacenada a temperatura ambiente

evitando la exposicién a la luz hasta que se llevé a cabo el andlisis de todas ellas al final del estudio.

Por ultimo, teniendo en cuenta que esta descrito que las concentraciones de cortisol en pelo pueden
variar en funcién del color de este (Bennet and Hayssen, 2010), se categorizd en tres opciones: claro
(incluyendo pelos blancos y rubios) (n=13), intermedio (comprendiendo pelos de color amarronado

y anaranjado) (n=14) y oscuro (englobando pelos de color negro o marrén muy oscuro) (n=50).

2.5. Analisis de las muestras

Todos los analisis de las muestras fueron realizados en el Departamento de Sanidad y Anatomia
Animales de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Auténoma de Barcelona (UAB) (08193,

Bellaterra, Espaiia).

2.6. Extraccion y cuantificacion del cortisol

Las muestras fueron lavadas con isopropanol durante 2.5 minutos tres veces. A continuacion, se
dejaron secar a temperatura ambiente durante 36 horas aproximadamente y después se trituro el
pelo en fragmentos de < 2 mm de longitud utilizando una peladora. Seguidamente se colocaron
cincuenta miligramos del pelo triturado en un tubo Eppendorf'y se afiadié metanol. Tras 18 horas de
agitacion moderada a 302C para la extraccion de esteroides las muestras se centrifugaron y el
sobrenadante fue transferido a un tubo Eppendorfy colocado en un calentador a 382C. Una vez que
el metanol se evapor6 completamente, los extractos secos fueron reconstituidos con tampén EIA

(inmunoensayos enzimaticos) provisto de un inmunoensayo competitivo ELISA (ensayo por
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inmunoabsorcién ligado a enzimas) para el cortisol (Neogen® Corporation Europe, Ayr, UK) y se

analizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para la validacién de los ensayos se evalud la precision, la linealidad y la exactitud. El coeficiente de
variacion intra e interensayo mostré una precision de 5.74% y 11.61%, respectivamente, revelando
una repetibilidad aceptable dentro del ensayo. La linealidad de la dilucién mostré un R2 = 99.8% y
proporcion6 una confirmacién de que los extractos hormonales del pelo interactuaron con el
anticuerpo del ensayo de una manera dependiente de la dosis y respaldando la suposicién de que las
caracteristicas de union al anticuerpo de las muestras estandar y del pool de muestras son similares.
El porcentaje de recuperacion promedio del test spike-and-recovery fue de 108.56 + 11.57%, lo que
indica que ningun otro componente de los extractos de pelo interfiere de forma relevante con la
estimacién de la hormona cortisol. Finalmente, se observaron similitudes inmunolégicas entre el
cortisol estdndar proporcionado por el kit EIA y el cortisol extraido del pelo de los gatos, ya que las
curvas generadas por las muestras estdndares y los pool de muestras mostraron desplazamientos

paralelos y pendientes similares.

Segln el fabricante, la sensibilidad de su kit de EIA de cortisol es de 0.32 pg de cortisol/mg de pelo y
su reactividad cruzada del anticuerpo EIA con otros esteroides es la siguiente: prednisolona 47.4%,
cortisona 15.7%, 11-desoxicortisol 15.0%, prednisona 7,83%, corticosterona 4,81%, 6f3-
hidroxicortisol 1,37%, 17-hidroxiprogesterona 1,36%, desoxicorticosterona 0.94%. No se presentan

los esteroides con una reactividad cruzada inferior al 0.06%.

Teniendo en cuenta todos los resultados de la validacién y la informacion proporcionada por el
fabricante de EIA, se puede concluir que la deteccién de cortisol en el pelo de gato por el kit comercial

de EIA utilizado fue exitosa y fiable.

2.7.Analisis estadistico

En primer lugar, a los datos de los niveles de cortisol en pelo se les aplic6 una transformacién
logaritmica para normalizarlos. A continuacion, los datos de cortisol transformados se analizaron
mediante el procedimiento MIXED de SAS (SAS.9.1. Institute, Inc., Cary, NC, EUA) con ajuste de Tukey
para testar si eran significativos o no cada uno de los efectos incluidos en el modelo. Concretamente,

el modelo empleado quedd de la siguiente manera: Yijx= M; + Gj + Ck + ek
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Donde el dato de cortisol transformado (Yjj ) era igual a un efecto de muestra (M;), un efecto de grupo
(Gj), un efecto de color (Cx) y el error que representa la variacion de los factores no controlados por
el modelo (eix). El modelo también incluyé el animal como medida repetida a lo largo del periodo de

estudio (repeated steatment).

Por ultimo, las medias por minimos cuadrados de los efectos fijos (LSMEANS) se utilizaron cuando el

analisis de varianza indicé diferencias (P < 0.05).

3. RESULTADOS

Por una parte, no se hall6 una influencia del sexo (P = 0.56), la edad (P = 0.74), u otras variables
ambientales, como la presencia de gatos (P = 0.51) o perros (P = 0.53) en la casa y la posibilidad de
acceder al exterior (P = 0.13) sobre las concentraciones de cortisol en pelo. Sin embargo, se encontré
un fuerte efecto del color de la capa en las concentraciones de cortisol (P < 0.0001). En concreto, las
diferencias se produjeron entre los pelos de color claro (3.25+1.08 pg/mg), con niveles de cortisol
mas bajos que los pelos oscuros (4.70£1.64 pg/mg) (P <0.0001) y que los de tonalidades intermedias
(4.44+1.30 pg/mg) (P < 0.0001). No obstante, no se hallaron diferencias significativas entre las

categorias de color de pelo oscuro e intermedio (P = 0.67).
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Figura 1. Niveles de cortisol segtn el color del pelo. Color 1: categoria de pelos de color claro, color 2: categoria

de pelos oscuros; color 3: categoria de tonalidades intermedias.
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Por otra parte, se encontré una tendencia en cuanto a las diferencias en los niveles de cortisol entre
los grupos (P = 0.05). Concretamente nivel de cortisol en pelo tendi6 a ser mayor en el grupo de gatos
que mostraban cambios de comportamiento relacionados con el estrés (4.65+1.79 pg/mg) con
respecto al grupo control (4.13+1.28 pg/mg). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos en la evolucién de los niveles de cortisol en el tiempo (P = 0.59). Por lo
tanto, los valores por individuo se conservaron en gran medida. La Tabla 1 recoge los valores de los
niveles de cortisol a lo largo de los tres muestreos en ambos grupos y la figura 2 muestra de forma

clara lo constantes que se mantuvieron dichos niveles.

Tabla 1. Valor promedio y SD de las concentraciones de cortisol en pelo en cada uno de los muestreos en el

grupo control y en el grupo tratamiento.

Grupo control Grupo tratamiento
Muestreo 1 4.25+1.19 pg/mg 4.60+1.43 pg/mg
Muestreo 2 4.11+1.38 pg/mg 4.83+2.03 pg/mg
Muestreo 3 4.02+1.28 pg/mg 4.53+1.89 pg/mg

SD = Desviacion estandar.

0 II II II
M1 M2 M3

M Control M Tratamiento

N w IN

Cortisol en pelo (pg/mg)

[EEN

Figura 2. Niveles de cortisol en pelo en los tres muestreos tanto en el grupo control como en el grupo

tratamiento. M1: primer muestro; M2: segundo muestreo; M3: tercer muestreo.
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4. DISCUSION

4.1.Factores individuales y ambientales que pueden afectar a la concentracion del
cortisol en el pelo

Existen factores biologicos y ambientales que pueden influir en la secrecién de glucocorticoides, lo
cual exige un especial cuidado al interpretar la actividad del eje HPA y el estrés. A nivel metodolégico
se han descrito varios factores de confusiéon que podrian explicar diferencias sustanciales en el
analisis del cortisol debido a que pueden afectar a su incorporacién y retencién en el pelo. Por
ejemplo, hoy por hoy todavia hay cierto debate sobre el efecto del color del pelo en las
concentraciones de esta hormona, encontrandose resultados contradictorios en la bibliografia.
Concretamente, Bennett y Hayssen hallaron que el color de la capa tenfa un impacto significativo en
la concentracion de cortisol, incluso dentro del mismo individuo. De tal manera que los pelos negros
(eumelanina) tenfan menos cortisol que los amarillos (feomelanina), mientras que los pelos aguti
tenian una concentracion intermedia (Bennet and Hayssen, 2010). De forma similar, otros estudios
en animales han revelado una mayor concentracién de esta hormona en pelo blanco con respecto al
oscuro, como en ganado vacuno (Gonzalez-de-la-Vara et al,, 2011) y en chimpancés (Yamanashi et
al,, 2013). En contraste — y en consonancia con nuestros resultados - hay trabajos que sostienen que
el color de pelo mas oscuro esta relacionado con niveles de cortisol mas altos, tanto en humanos
(Staufenbiel et al., 2015; Rippe et al.,, 2016; Binz et al., 2018), como en otros animales (Tallé-Parra et
al.,, 2015). Sin embargo, también existen estudios en los que no se ha encontrado ningun efecto del
color del pelo en personas (Sauvé et al,, 2007; Gao et al., 2010; Manenschijn et al., 2011; Dettenborn
etal, 2012), y otros animales (Macbeth et al., 2010). No obstante, cabe puntualizar que en el estudio
de Macbeth y colaboradores realizaron comparaciones entre individuos y no con respecto al mismo
individuo. En este sentido, los propios autores seflalaron que en varios animales observaron
diferencias en la concentracidn de cortisol entre las muestras de pelo claro y oscuro recolectadas del
mismo sujeto. Esto sugeria, segtin sus observaciones, que dicha concentracién tendia a ser mas alta
en el pelo oscuro que en el claro (Macbeth et al., 2010). En cualquier caso, actualmente se desconocen
las causas que subyacen a la posible relacion entre el color del pelo y las medidas de concentracién
de esta hormona. Aun asi, es importante tenerlo en cuenta, pues podrian producirse sesgos en
estudios observacionales del cortisol en los que los rasgos predictores pudieran estar asociados con

el color del pelo. De hecho, cabe apuntar a que en varias especies se han descrito diferencias
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comportamentales entre individuos en funcién de la coloracién (Cottle and Price, 1987; Podberscek

and Serpell, 1996; Ducrest et al., 2008; Kim et al., 2010).

Otro aspecto metodolégico que ha generado un amplio debate es la importancia de la selecciéon de la
regién anatémica. Son muchos los estudios en animales que han revelado diferencias en la
concentracion de cortisol en pelo en funcién de la regiéon corporal (Macbeth et al,, 2010; Terwissen
etal., 2013; Moya et al., 2013; Fourie et al,, 2016; Casal et al., 2017). Algunas de las hipotesis que se
han propuesto para explicar estas variaciones son las diferentes tasas de crecimiento del pelo, el flujo
sanguineo de esa region anatémica, la diferente exposicién a la radiaciéon ultravioleta, la
contaminacién por heces y el acicalamiento (Heimbtirge et al., 2019). En relacién con esto altimo, por
ejemplo, en monos Rhesus se suele obtener la muestra de la zona de la nuca precisamente porque no
acceden a esta cuando se acicalan (Meyer and Novak, 2012). En nuestro estudio se opt6 por la regiéon
del muslo, con lo cual no se evito este posible factor de confusion. De todas formas, teniendo en cuenta
la investigacién generada hasta el momento, parece que, con independencia de la localizacién

anatémica, lo mas importante es mantener constante la region de muestreo en todos los sujetos.

En otro orden de ideas, el andlisis de la concentracion de cortisol y de las caracteristicas individuales
de los animales (tales como la edad y el sexo), asi como de la composicion del grupo social y de las
condiciones de alojamiento, no reflejé una relacion significativa. Revisando de forma concreta los
resultados obtenidos con relaciéon al sexo y la edad de los animales, nuestros hallazgos son
consistentes con los de otros estudios realizados en perros (Bennet and Hayssen, 2010; Roth et al,,
2016), en osos grizzly (Macbeth et al,, 2010), en linces canadienses (Terwissen et al.,, 2013) y en
orangutanes (Carlitz et al.,, 2014). También lo son con trabajos que utilizaron otras matrices para el
analisis de la concentracidn de cortisol, como el plasma (Hennessy et al., 1997), la orina (Stephen and
Ledger, 2006) y las heces (Ramos et al., 2013). En el caso concreto de un estudio realizado en osos
polares no se encontré efecto de la edad, pero, sin embargo, si se hallaron concentraciones de cortisol
en pelo significativamente superiores en hembras que en machos (Bechshgft et al,, 2011). En trabajos
hechos en humanos en los que se analiza si los niveles de cortisol pueden verse afectados por el sexo
existen resultados contradictorios, encontrandose estudios que demuestran este efecto (Dettenborn
et al,, 2012; Stalder et al., 2017; Binz et al,, 2018) y otros que no (Fischer et al., 2017; Wosu et al,,
2015). También hay estudios cuyos resultados mostraron que los niveles de cortisol en pelo estaban
influenciados por la edad, tanto en personas (Dettenborn et al., 2012; Stalder et al., 2017; Binz et al,,
2018) como en otros animales (Gonzalez-de-la-Vara et al., 2011). En cuanto a la especie felina,
nuestros resultados coinciden con estudios como el de Galuppi y colaboradores, en el que evaluaron

la concentracion de cortisol en pelo en presencia o ausencia de infeccidén por Microsporum canis y no
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hallaron diferencias significativas en los niveles hormonales con respecto al sexo y la edad de los
gatos (Galuppi et al.,, 2013). En cualquier caso, a pesar de esta inconsistencia, el conjunto de los
hallazgos hasta el momento parece indicar que existe una reduccién de la concentracion de cortisol
en pelo dependiente de la edad desde los grupos de edad mas jovenes a los adultos, no encontrandose

estas diferencias cuando se comparan grupos de edad juveniles o adultos (Heimbiirge et al., 2019).

Por otra parte, cabe sefialar que en lineas generales los niveles basales de glucocorticoides parecen
ser mas altos en las hembras que en los machos en la mayoria de las especies de mamiferos (Handa
et al, 1994; Reeder and Kramer, 2005). Asimismo, las hembras parecen tener una respuesta
hormonal al estrés mayor (Reeder and Kramer, 2005; Garnier et al., 1990). A este respecto, Ogilvie y
Rivier sostienen que los estrogenos activan el eje HPA aumentando la secrecion de
adrenocorticotropina, mientras que los androgenos testiculares ejercen una influencia inhibitoria

suprimiendo la secrecion adrenal de glucocorticoides (Ogilvie and Rivier, 1997).

En definitiva, aunque parece que la concentracién de cortisol en pelo podria verse afectada por
factores como la edad y el sexo de los individuos, la literatura arroja resultados muy inconsistentes
con respecto a este efecto. Posiblemente los estudios que utilicen individuos de diferentes grupos de
edad y de sexos en las mismas condiciones experimentales — de manera que se puedan controlar de
forma cuidadosa otras variables - sean mas utiles para detectar estas diferencias de las
caracteristicas individuales de los animales en la concentracion de cortisol en pelo. Con todo, en la
investigacidn sobre los efectos del estrés se recomiendan protocolos de muestreo que estandaricen

estos factores de confusion en la medida de lo posible (Heimbiirge et al., 2019).

Por otro lado, entrando ya en los aspectos ambientales, en el estudio de Bennett y Hayssen
encontraron que los perros que vivian solos tenian un nivel de cortisol basal significativamente
menor que los que vivian en hogares con otros congéneres (Bennet and Hayssen, 2010). Por el
contrario, Nicholson y Meredith no hallaron diferencias significativas en los niveles de cortisol en
pelo entre perros que vivian solos y los que convivian con otros, aunque si encontraron una
correlacién positiva entre la concentracion de cortisol y el tiempo que los animales permanecian
solos en aquellos individuos que no cohabitaban con mas perros (Nicholson and Meredith, 2015). En
este sentido, cabe destacar que para muchas especies animales el aislamiento es claramente
estresante (perros, Hetts et al., 1992; ganado vacuno, Boissy and Neindre, 1997; Bge and Feerevik,
2003; ratas, Weiss et al., 2004; primates, Lewis et al., 2000). De hecho, el alojamiento en grupo se
considera un requisito importante para asegurar un buen bienestar en las especies sociales

domeésticas. Con respecto al gato doméstico, dado su origen, habitualmente se asume que los
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individuos de esta especie que han de compartir espacio con otros congéneres experimentan mas
estrés que los que viven solos. No obstante, gracias a la domesticacién el gato parece ser mas social
y capaz de establecer grupos sociales estables que su antepasado (Macdonald et al., 2000). En este
marco, Finka y colaboradores revisaron la evidencia sobre el impacto de las condiciones de
alojamiento individuales en comparacién con las viviendas con multiples gatos con relacion al estrés
y encontraron poca coherencia en la literatura (Finka et al., 2014). Si bien algunos estudios sugerian
que las viviendas individuales podian ser menos estresantes para esta especie, otros apuntaban lo
contrario. Por otra parte, en un trabajo en el que compararon los niveles de glucocorticoides fecales
de gatos alojados de forma individual y otros procedentes de hogares con multiples individuos, no
encontraron diferencias significativas en los niveles hormonales en funcién del estilo de vida (Ramos
et al,, 2013). Desde otra perspectiva, Kessler y Turner observaron que la experiencia social previa
era un importante factor en los niveles de estrés de los gatos alojados en grupo y que la introduccion
de individuos no socializados generaba un incremento en dichos niveles de todos los animales
(Kessler and Turner, 1999). En nuestro estudio este aspecto no se controld y, de hecho, algunos de
los problemas de comportamiento que presentaban los gatos participantes precisamente incluian los
conflictos entre congéneres. De nuevo, seria interesante poder llevar a cabo trabajos en esta especie
en los que se estandarizaran todos los parametros ambientales y de manejo para poder analizar el

efecto de este aspecto concreto.

Por ultimo, aunque en nuestro estudio no se tuvo en cuenta, es posible que pueda haber también una
influencia estacional en los niveles hormonales. Por ejemplo, en un estudio en el que analizaron
niveles de cortisol en pelo en perros de raza pastor aleman encontraron una influencia significativa
de la estacion en estos niveles (Roth et al., 2016). En cualquier caso, aunque parece probable que
existan variaciones estacionales, los resultados de los estudios en diferentes especies han arrojado

hasta el momento resultados muy inconsistentes (Heimbiirge et al., 2019).

4.2. Cortisol en pelo como medida de estrés cronico

La mayor parte de la investigacion en el andlisis de cortisol en pelo como marcador de estrés cronico
es asociativa (Russell et al.,, 2012). Por citar un caso, Flinkler y Terkel analizaron la relacién entre la
esterilizacion, las agresiones y los niveles de cortisol en gatas de colonias y encontraron que las
hembras esterilizadas mostraban niveles mas bajos de agresién y de cortisol en pelo. Sin embargo,

tal y como sefialan los autores, se podian considerar explicaciones alternativas para los niveles
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reducidos de esta hormona encontrados en las hembras esterilizadas y menos agresivas que no
tuvieran que ver necesariamente con una menor presion social y reproductiva (Finkler and Terkel,
2010). Por tanto, este tipo de trabajos no permiten confirmar la causa que provoca el cambio en los
niveles de estrés detectados. En este sentido, los estudios que implican una intervenciéon para
comprobar si se produce una variacién en los niveles de cortisol en el pelo son importantes. Entre
otras cosas, podrian proporcionar una mayor comprensiéon del papel de las intervenciones
comportamentales y farmacolégicas en la actividad a largo plazo del eje HPA, lo cual podria ayudar
en el desarrollo y mejora de las medidas que habitualmente se utilizan. En este aspecto, cabe indicar
que la capacidad de esta metodologia para monitorear el estrés crénico y detectar variaciones en las
concentraciones de cortisol se ha visto reflejada en diversos trabajos. Por ejemplo, tal y como sefialan
Russell y colaboradores en su revision (2012), varios estudios han encontrado cambios consistentes
durante la presentacion de la enfermedad de Cushing segun el curso clinico de la enfermedad
(Thomson et al., 2010; Manenschijn et al., 2011). Por otra parte, los resultados de un estudio
realizado con macacos Rhesus demostraron que las concentraciones de cortisol en pelo eran
sensibles a un estresor ambiental prolongado en el tiempo, como fue la reubicacidn de los sujetos a
un nuevo lugar con diferentes condiciones de alojamiento (Davenport et al., 2006). De forma similar,
los hallazgos de otro trabajo en conejos sugirieron que el cortisol en pelo se podia utilizar para
monitorear la adaptacién de los animales a las variaciones ambientales, concretamente la

reubicacion en otra instalacién (Peric et al.,, 2017).

En nuestro caso, los niveles de cortisol no se redujeron significativamente con las estrategias
terapéuticas dirigidas a atenuar el estrés de los animales. Si bien es cierto que se trata de una especie
diferente y de la que no se disponen de trabajos de este tipo para poder comparar, también conviene
tener en cuenta la gran variabilidad de nuestro estudio en cuanto a las condiciones de vida de los
animales, asi como los diferentes tipos de factores estresantes que podian afectar los niveles de
cortisol. Esta dificultad para estandarizar y controlar los parametros ambientales y de manejo en los
estudios realizados en entornos domésticos puede complicar la interpretacion de los resultados. Por
otro lado, cabe sefialar que existen resultados contradictorios al tratar de vincular el estrés crénico

y la funcién de eje HPA (Miller et al., 2007; Staufenbiel, 2013).
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5. CONCLUSIONES

La evaluacion del estrés crénico en los gatos que viven en un entorno doméstico supone un desafio,
por lo que es fundamental encontrar indicadores validos. La valoraciéon de los niveles de cortisol en
pelo representa un método novedoso y ventajoso a nivel metodolégico. No obstante, quedan
cuestiones importantes por determinar, sobre todo en cuanto a los factores que pueden tener un
efecto en dichos niveles. En nuestro caso, el color del pelo tuvo una influencia significativa, lo cual

sugiere que es necesario tenerlo en cuenta al emplear esta metodologia.

Por otra parte, no parece que la valoracion de los niveles de cortisol en pelo sea un método adecuado

para analizar el éxito de las estrategias dirigidas a reducir el estrés en los gatos domésticos.
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1. INTRODUCCION

El antropomorfismo puede definirse como la atribuciéon de cualidades humanas a entidades no
humanas, generalmente sin una justificacion sélida detras (Shettleworth, 2010b). Esta asignacion se
hace extensiva a multiples caracteristicas, desde las de tipo mas fisico a cuestiones de caracter moral
y de personalidad (Keeley, 2004). En el contexto del comportamiento animal hace referencia a la
adscripcion de experiencias mentales o rasgos psicolégicos humanos a otros organismos (Kennedy,
1992). En este aspecto, cabe sefialar que se trata de una practica totalmente generalizada (Caporael
and Heyes, 1997; Urquiza-Haas, 2015) y natural en las personas (Serpell, 2003; Wynne, 2007b). De
hecho, esta capacidad de atribuir estados mentales a uno mismo y a otros se considera fundamental
para la vida social humana (Heyes, 2015). En efecto, ha llegado un punto en el que incluso se otorga
a la introspeccion la facultad de proporcionar informacién fiable sobre la conexién entre estados
mentales determinados y comportamientos (Povinelli et al., 2000). El problema aparece cuando esta
tendencia tan arraigada en los seres humanos traspasa las fronteras de lo cotidiano y se traslada a

ambitos en los que su presencia es cuestionable.

2. ANTROPOMORFISMO EN LA CIENCIA COGNITIVA

2.1.Renacimiento del antropomorfismo en la ciencia y situacion del debate actual

En los ultimos tiempos ha prevalecido en el estudio del comportamiento animal - y en especial en el
contexto de la investigacién cognitiva - un enfoque antropocéntrico en el que la pregunta ha estado
centrada en comprobar si los animales pueden hacer lo que hacen las personas. Es decir, un enfoque
centrado en la psicologia humana. La investigacién basada en esta vision se focaliza en tipos de
procesamiento cognitivo que pueden identificarse en los humanos y trata de compararlo con otras
especies cuya eleccion a menudo se basa mas en la conveniencia que en consideraciones evolutivas
(Shettleworth, 2010a). Pero es que ademas en ocasiones este enfoque se vuelve también
antropomorfico al partir de nuestras propias experiencias subjetivas para analizar el
comportamiento animal en base a sus respuestas conductuales. De esta forma, se les atribuyen
experiencias similares y se acaba explicando su desempeno en diferentes tareas en términos de
pensamiento de tipo humano. No obstante, el hecho de que esta tendencia antropomorfica sea una

practica universal - siendo incluso definida por algunos autores como una cognicién por defecto
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(Caporael and Heyes, 1997) - no significa que cientificamente sea correcto. A pesar de ello, hay quien
sugiere que la aplicacion de estos conceptos enriquece el rango de hip6tesis a considerar (Buckner,
2013). Incluso ha habido también algunos intentos de darle una orientacién cientifica utilizando
términos como antropomorfismo critico (Burghardt, 2007) o antropomorfismo centrado en el animal
(De Waal, 1997). Por su parte, Keeley reconoce que la mayor complicacion del antropomorfismo es
la de interpretar la informacién sin hacer atribuciones incorrectas (Keeley, 2004). Y en el otro
extremo encontramos varias las voces que llevan afios sefialando la naturaleza intrinsecamente
antropomorfica del lenguaje cotidiano - utilizado con frecuencia en ciertas areas cientificas -, as{
como del propio pensamiento cientifico (Kennedy, 1992) y remarcando la importancia de inhibir esta
tendencia tan nuestra para que las ciencias del comportamiento y de la cognicién de los animales
puedan crecer (Wynne, 2007a). A lo largo de esta seccién vamos a desgranar con mas detalle esta

problematica, asi como las propuestas de diferentes investigadores para evitar perpetuarla.

En los ultimos afios ha habido un importante desarrollo de los estudios sobre la cognicién animal y
la balanza se ha decantado claramente en la busqueda de semejanzas entre especies, mas que de las
diferencias (Povinelli et al., 2000). Especialmente llamativo ha sido el auge de los estudios
experimentales que pretenden demostrar la existencia de procesos metacognitivos en animales no
humanos, entendiendo la metacognicién como la capacidad de pensar sobre los estados cognitivos
de uno mismo (Carruthers, 2008). Povinelli y colaboradores consideran que la capacidad de
mentalizacion diferencia al humano del resto de animales. De esta manera, aunque otras especies
posean estados mentales, solo los humanos habrian desarrollado una especializacién cognitiva para
razonar sobre tales estados (Povinelli et al, 2000). De modo similar, otros investigadores
directamente conciben la autoconsciencia como una experiencia exclusivamente humana (Tulving,
2005; Werning, 2010; Lewis, 2014). Sin embargo, acogiéndose a la visién darwiniana, el hecho de
afirmar que Unicamente las personas poseen ese tipo de consciencia parece rechazar la continuidad
evolutiva. En este sentido, el antropomorfismo actual estaria totalmente influenciado por las ideas
de Darwin sobre la psicologia animal (Shettleworth, 2010b; Wynne 2007b). No obstante, en palabras
de Penn y colaboradores: “la profunda continuidad bioldgica entre las especies enmascara una
discontinuidad igualmente profunda entre las mentes humanas y no humanas.. y dicha
discontinuidad funcional impregnaria casi todos los dominios de la cognicién” (Penn, Holyoak and
Povinelli, 2008). En relacion con esto, los estudios a nivel cerebral revelan diferencias significativas
anivel estructural y de conectividad con respecto al resto de los animales. Estas particularidades del
cerebro humano - relacionadas, a su vez, con la aparente singularidad cognitiva de nuestra especie -

se han abordado desde diferentes niveles de andlisis (Somel et al.,, 2013; He et al,, 2017; Sousa et al,,
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2017; Hardingham et al., 2018). Por ejemplo, los estudios de neuroanatomia comparativa de la
corteza prefrontal - regién fundamental para el funcionamiento ejecutivo y social normal - entre
humanos y otras especies de primates estrechamente relacionadas proporcionan informacién sobre
la evolucion mas reciente (Preuss, 2011). Concretamente, se han hallado propiedades diferenciales a
nivel de las espinas dendriticas, tanto en ndmero como en densidad (Elston et al., 2001). También se
ha encontrado esta divergencia a nivel molecular, incluidos los patrones de expresién génica
diferenciales (Caceres et al.,, 2003; Preuss et al., 2004), que incluso han llegado a plantear unas
diferencias genéticas entre humanos y chimpancés mayores de lo que se pensaba anteriormente
(Preuss, 2012). Asimismo, se han observado diferencias de tamafio absoluto, microestructurales y de
organizacion (Teffer and Semenderefi, 2012). En este ultimo articulo citado, las investigadoras
sugieren que estas modificaciones pueden haber predispuesto a los humanos a una serie de
trastornos neurolégicos y psicologicos como el autismo y la esquizofrenia. Por tanto, aunque no cabe
duda de que el cerebro humano ha pasado por los mismos procesos graduales que el resto de las
especies, es también una estructura singular. Relacionado con esto, Premack sefiala la curiosa
disparidad que existe al revisar estos hallazgos a nivel cerebral con respecto a los de los estudios
sobre cognicién animal (Premack, 2007), puesto que continuamente se estan reportando habilidades

cognitivas en animales que se creian exclusivas de las personas.

Adicionalmente, este tipo de explicaciones basadas en lo que se conoce como psicologia popular son
faciles de generar, de comprender e incluso de trasladar a la hora de comunicar un mensaje que,
ademas, resulta mas atractivo e intuitivo para los receptores (Heyes, 2012). En este marco,
Shettleworth subraya la idea de que en los estudios sobre cognicién animal parece que es més fuerte
la tendencia de demostrar comportamientos complejos parecidos a los humanos (human-Ilike
behaviors) - que surgen de procesos como la teoria de la mente - en lugar de mecanismos mas
simples (Shettleworth, 2010b). Resulta curiosa dicha tendencia cuando mucho de lo que el nuestro
cerebro hace, lo logra a través de procesos simples e inconscientes (LeDoux, 2015). Por tanto, la
utilizacion de este tipo de concepciones que atribuyen ciertos mecanismos hipotéticos a los animales
puede responder a un antropomorfismo injustificado que ni siquiera resulta util en ocasiones para
explicar el comportamiento humano (Shettleworth, 2010a). En este aspecto, gran parte de lo que las
personas hacen en su dia a dia se produce sin una consciencia explicita y a través del procesamiento

automatico de la informacién (LeDoux, 2019).

Con todo, cabe sefialar que muchos investigadores optan por permanecer agnosticos en cuanto a la
cuestion sobre si los animales procesan la informaciéon conscientemente o no (Sober, 2005;

Shettleworth, 2010a; LeDoux, 2019; Brown et al,, 2019). De hecho, Cecilia Heyes - una de las
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investigadoras mds criticas - no niega tajantemente que los animales experimenten estados de
consciencia fenoménica, simplemente apunta a que de momento no han sido testados utilizando los
métodos cientificos adecuados como para afirmarlo (Heyes, 2008; Heyes, 2015). Como sefiala
LeDoux, no se trata de descartar la consciencia de los animales, sino de ser mas cuidadoso al hacer
afirmaciones cientificas al respecto. Es decir, se trataria de exigir estandares cientificos mas rigurosos
que permitieran considerar si el comportamiento bajo estudio se explica mejor como dependiente de
la consciencia y no puede explicarse razonablemente en términos de algin proceso no consciente

(LeDoux, 2019).

2.2.Problemas asociados al razonamiento analdgico y al registro anecdético

Un claro ejemplo de la inferencia de procesos cognitivos desde una visiéon antropomorfica es el
utilizar el razonamiento analdgico como enfoque metodoldgico. Dicho razonamiento esta basado en
la argumentacion de que si el comportamiento de un animal se parece al que haria un humano en una
situacion similar, entonces se puede explicar de la misma manera. Un ejemplo clasico de
razonamiento analdgico es el que se utiliza en la prueba del espejo. Esta prueba se basa en provocar
algin cambio en la apariencia del individuo, de manera que si este da muestras de localizar dicho
cambio se supone que es indicativo de que reconoce su propia apariencia en el reflejo del espejo. En
el caso de los animales no humanos se da por hecho que el autorreconocimiento en el espejo es
muestra de un pensamiento consciente de orden superior. Esto es, si el animal utiliza su imagen en
el espejo entendera que esa imagen representa la suya, al igual que ocurriria con una persona en ese
mismo contexto (Heyes, 2008). Encontramos diferentes especies que han pasado esta prueba, como
los chimpancés, los delfines y los elefantes, entre otros (Gallup, 1970; Reiss and Marino, 2001; Plotnik
et al., 2006). Incluso recientemente un estudio que utilizé una versién de este paradigma en peces,
siguiendo criterios parecidos a trabajos realizados en otras especies, mostr6 resultados que podrian
interpretarse como que los sujetos pasaban esta prueba. Los propios autores plantean la reflexiéon
con respecto a si estos patrones de comportamiento podrian estar basados en procesos cognitivos
que no supongan que los animales sean conscientes de si mismos (Kohda et al., 2019). Tal y como se
detallara mas adelante, es importante tener siempre presente la posibilidad de explicaciones
alternativas que impliquen procesos cognitivos diferentes a los que por defecto parecemos otorgar a
los organismos que se comportan de manera similar a nosotros en situaciones parecidas. Y mas
todavia cuando, como subrayabamos previamente, se sabe que gran parte del comportamiento

humano esta controlado por mecanismos cognitivos inconscientes. De todas formas, cabe sefalar que

132



Capitulo 3

Gallup ya reivindicaba afios atras la importancia de no relajar los criterios, pues, segiin su opinion,
muchos de los reclamos de autorreconocimiento en otras especies no cumplian de forma rigurosa el
procedimiento de estas pruebas (Gallup, 1994). En cualquier caso, en este tiempo han surgido
diferentes voces criticas con esta prueba como medio para demostrar la autoconsciencia, aportando
distintas opciones en cuanto a los mecanismos que podrian estar implicados en las respuestas

conductuales observadas (Heyes, 1994 & 1995; Povinelli, 1998; Suddendorf, 2013 & 2014).

Los registros anecdoéticos también se han utilizado con frecuencia para inferir procesos cognitivos
similares a los de los humanos a partir del comportamiento aparentemente semejante. De hecho,
algunos investigadores abogan por tener en consideracién la opiniéon de profesionales que
interaccionan de forma regular con especies concretas, como cuidadores, entrenadores o granjeros,
entre otros (Andrews, 2015). Sin embargo, conviene no olvidar que en todos ellos puede participar
un componente de juicio personal en las valoraciones sobre las conductas observadas. En esta linea
argumentativa, Suddendorf'y Corballis (2009) hacen referencia a un caso relativamente reciente de
registro anecdético que sugeria que un chimpancé podria haber planeado con varias horas de
antelacion la recoleccion de piedras para poder arrojarselas a los espectadores. El autor de ese
articulo (Osvath, 2009), que gener6 un gran interés internacional, entrevist6 a varios cuidadores del
zoologico que habian observado al animal aparentemente planeando este comportamiento. En base
a esto, el autor argumento que parecia demostrarse la anticipacién de necesidades futuras por parte
del chimpancé. No obstante, como sefialan Suddendorf y Corballis, el reporte de observaciones
pasadas por si solo no puede en ningun caso establecer de forma concluyente tales capacidades de
prevision (Suddendorf and Corballis, 2009). Ademas, debe tenerse en cuenta que este tipo de
registros anecdoticos a menudo se centran en un Unico individuo cuya historia previa raramente
conocemos, cuando las experiencias y los historiales de reforzamiento anteriores suelen ser
importantes para explicar los comportamientos de interés. En definitiva, desde el mitico ejemplo del
caballo Clever Hans (Pfungst, 1965), ya qued6 claro que la simple evidencia anecdotica sobre el
comportamiento animal es insuficiente para determinar las capacidades del individuo en cuestion.
De hecho, el efecto “Clever Hans” se refiere actualmente a la posibilidad de que el observador influya
involuntariamente en los sujetos para producir el comportamiento deseado. Resulta fundamental
que dichas contingencias relevantes sean detectadas por los propios investigadores, pues, en caso
contrario, pueden ser complicadas de localizar por otros en los articulos ya publicados (Shettleworth,
2010a). En relaciéon con esto, en un estudio reciente sobre la cognicion numérica en elefantes
encontramos también un ejemplo en el que se evidenci6 la importancia de las sefiales visuales. En

este trabajo (Irie-Sugimoto and Hasegawa, 2012) los autores acabaron concluyendo que la capacidad
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de procesamiento de informacién de estos animales era cualitativamente diferente a la del resto de
especies no humanas. Cuando Perdue y colaboradores lo replicaron utilizando un protocolo mas
estricto que incluia, entre otras cuestiones, un mejor control de las sefiales visuales (Perdue et al.,
2012), encontraron un rendimiento de los elefantes muy diferente al reportado en el estudio

anterior, lo cual llevaba a una conclusién mucho mas parsimoniosa.

2.3.El boom de la cognicion animal y las posibles limitaciones de los estudios

Desde principios del siglo XXI ha habido un incremento significativo de investigaciones que sugieren
que los animales tienen intenciones conscientes, creencias, autoconsciencia y una teoria de la mente,
ademas de otras habilidades tipicamente humanas como memoria episédica (Clayton, 2001; Crystal,
2009), ensefanza (Boesch, 1991; Thornton and McAuliffe, 2006), planificacién (Raby et al,, 2007;
Raby and Clayton, 2009; Bourjade et al., 2012) o capacidades lingiiisticas (Kastak and Schuterman,
2002; Kaminski et al., 2004; Arnold and Zuberbiihler, 2006). En psicologia, tener una teoria de la
mente o capacidad de mentalizacién significa comprender que otros individuos tienen mentes, es
decir, que pueden tener conocimiento, creencias, deseos, etc. (Shettleworth, 2009). La mentalizacion
(Call and Tomasello, 2008) se hace evidente en el engafio intencional (Whiten and Byrne, 1988), la
imitacion (Whiten et al.,, 2004), el autorreconocimiento (Povinelli, 1987; Plotnik et al., 2006), la
comunicacion intencional (Leavens and Hopkins, 1998) o la empatia (Langford et al.,, 2006; Bartal et
al.,, 2011; Silva and Sousa, 2011; Custance and Mayer, 2012), entre otros. Sin embargo, cabe decir que
la investigacién sobre la teoria de la mente en animales no humanos ha sido muy controvertida
(Shettleworth, 2010a). En este sentido, son numerosos los investigadores que se muestran escépticos
- incluso habiendo sido tiempo atras importantes defensores (Penn y Povinelli, 2007, 2013) -y que
senalan que los estudios que sugieren que la teoria de la mente puede ser demostrada en otros
animales no son concluyentes. Entre otros motivos, como consecuencia de diversas cuestiones no
tenidas en cuenta en los protocolos experimentales habitualmente utilizados que impiden distinguir
la lectura mental de otros mecanismos (Lurz, 2011; Whiten, 2013; Heyes, 2015). Para un andlisis
exhaustivo de gran parte de estos comportamientos supuestamente relacionados con la capacidad
de mentalizacion en diferentes especies, asi como la exposicion de algunas de las limitaciones de tales
afirmaciones, revisar Premack, 2007; Penn, Holyoak and Povinelli, 2008 y Shettleworth, 2010a. En
cualquier caso, un ejemplo clarividente de esta problematica viene de un articulo de opinion en el
que se abordd la cuestion sobre qué debe constituir evidencia de empatia (Vasconcelos et al., 2012).

En dicho articulo ofrecieron una comparacion critica de dos estudios que reportaron fenémenos
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similares, pero cuyos autores interpretaron de manera muy diferente. Pese a que los patrones de
comportamiento que se observaron en los individuos de ambos estudios - hormigas en uno y ratas
en el otro - fueron muy parecidos, las interpretaciones difirieron en gran medida. Tal como sefialan
Vasconcelos y colaboradores (2012), el comportamiento prosocial representa un fenémeno
generalizado y sin controversia. No obstante, la evidencia de empatia requiere mostrar que es el
estado afectivo del otro el que actiia como factor causal y que el agente motivado empaticamente
comprende dicho estado. En palabras de los investigadores, estos enfoques contrastantes
ejemplifican los diferentes estandares en la interpretacion de la evidencia dentro de la investigacion

de la cognicién comparativa.

En el caso concreto de los perros, esta especie juega un papel importante en nuestra sociedad y como
consecuencia de esta integracién también ha habido un incremento significativo de los estudios
centrados en comprender sus habilidades cognitivas (Bensky et al,, 2013). Buena parte de esta
investigacion se ha centrado en la cognicién social de estos animales, destacando aquellos estudios
que ponen a prueba su habilidad en tareas que requieren el uso de estimulos humanos. A menudo en
estos procedimientos la toma de perspectiva se define como una capacidad cognitiva que
inherentemente requiere de capacidad de mentalizacién (Roberts and Macpherson, 2011). Sin
embargo, varios investigadores del campo instan por revisar la terminologia, cuestionando la
funcionalidad de describir el comportamiento social canino en términos de teoria de la mente
(Roberts and Macpherson, 2011; Udell et al, 2011) y ademdas aportan una serie de hipdtesis

alternativas posiblemente menos atractivas por ser aparentemente mas simples (Udell et al., 2010).

La cuestion es que hoy por hoy no existe una definicion clara de lo que es tener una teoria de la mente.
En consecuencia, puede haber una libertad considerable a la hora de definir la lectura mental de los
animales en investigacion, ademas de no quedar claro lo que se estd buscando. Esto, sin duda, genera
problemas metodolégicos - si no sabes lo que estas buscando, tampoco sabes como encontrarlo - y
puede ir en detrimento del progreso empirico. Un marco conceptual mas claro proporcionaria los
cimientos adecuados para la formulacion de hipotesis objetivo y alternativas (Heyes, 2015). Si no, se
corre el riesgo de llegar a conclusiones falsas positivas. Premack, por su parte, plantea un cambio de
enfoque para evitar confundir la similitud en los comportamientos con la equivalencia (Premack,
2007). Por otro lado, algunos investigadores proponen poner el énfasis en los componentes basicos
constituyentes que podrian compartirse en una amplia gama de especies, adoptando un enfoque de
abajo hacia arriba (bottom-up perspective) (de Waal and Ferrari, 2010). Curiosamente, tal y como
senala Heyes, este articulo no menciona el aprendizaje asociativo, cuando se trata de una explicacion

candidata para el comportamiento de una amplia variedad de especies (Heyes, 2012). Con todo, este
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punto de vista podria ser mas productivo para la investigacién y posiblemente el mas consistente a
la hora de vincular los hallazgos con la perspectiva evolutiva. En relacién con esto, conviene tener
cautela al utilizar términos excesivamente generales, pues pueden inducir a error generando la
entelequia de que pruebas completamente dispares pueden proporcionar evidencia convergente
para un dnico proceso, cuando en realidad son varios los mecanismos subyacentes (Sutton and
Shettleworth, 2008). En este sentido, Shettleworth propone evitar preguntarnos si los animales
poseen una capacidad determinada - caracteristicamente humana - y cambiar dicha formulacion de
la siguiente manera: en primer lugar, deconstruir esa habilidad amplia que se pretende estudiar en
sus mecanismos o componentes elementales y, a continuacién, plantear qué especies muestran
dichos componentes (Shettleworth, 2010a). Algunos de estos elementos estardn extendidos
filogenéticamente hablando, otros mas bien estaran limitados a especies con ecologias especificas o
historias evolutivas comunes y puede que algunos sean exclusivos de los humanos (Shettleworth,
2010b). La investigadora expone que un ejemplo claro del éxito de este planteamiento lo constituye
el estudio de la evolucién del lenguaje. En este ambito, la cldsica pregunta sobre si los animales
pueden aprender el lenguaje se reemplaz6 por el estudio de los componentes compartidos, como el
desarrollo de habilidades conceptuales en los primates y el control neuronal y del desarrollo del
aprendizaje vocal de los pdajaros cantores (Shettleworth, 2010b). En el caso de la imitacién
encontramos otro ejemplo de la importancia de definir de forma especifica lo que se quiere estudiar
y de la dificultad de analizar el amplio rango de resultados comportamentales que pueden abarcar
fendmenos complejos. Tal y como senalan Cook y colaboradores (Cook et al., 2014), una vez los
estudios se empezaron a guiar por una definicién mas clara y precisa y se centraron en buscar
requisitos previos para el comportamiento imitativo, muchos han encontrado evidencia clara de ello

(Voelkl and Huber, 2000; Richards et al., 2009; Range et al., 2011).

2.4.La importancia de generar hipdtesis alternativas

El apoyo de las explicaciones antropomoérficas del comportamiento animal se basa en ocasiones en
una compresién limitada de las alternativas disponibles desde disciplinas como la psicologia o la
etologia (Shettleworth, 2010b). Tal como se ha sugerido en apartados anteriores, es importante tener
presente que la similitud funcional entre el comportamiento de dos especies no es necesariamente
una evidencia decisiva de un proceso subyacente comun (Shettleworth, 2010a). Aun asi, parece que
la tendencia actual consiste en apoyar las interpretaciones antropomorficas en lugar de enfrentarlas

experimentalmente a alternativas bien definidas (Shettleworth, 2010b). Esto se debe, entre otros

136



Capitulo 3

motivos, a que esta perspectiva puede conllevar el empleo de métodos mas exigentes que produzcan
menos resultados positivos, lo cual no parece a priori un gran incentivo (Heyes, 2015). En cualquier
caso, resulta sorprendente que el enfoque empirico basado en métodos experimentales que
contrastan varias explicaciones alternativas - tan generalizado en la investigacion cientifica - se
adopte raramente en este campo (Heyes, 2008). Teoéricos del aprendizaje como Heyes sostienen que
la falta de consenso con relacién a si un animal puede atribuir estados mentales se debe a problemas
tedricos y a una reduccién de los estdndares metodolégicos (Heyes, 2015). En relacién con esto, la
investigadora sefiala la necesidad de generar un conjunto claro de hipétesis alternativas a la lectura
mental y el retorno al uso de métodos empiricos exigentes. De forma mas concreta, Shettleworth
reivindica que para la elaboracién de hipdtesis alternativas se requieren definiciones funcionales
claras y un conocimiento general del aprendizaje y del comportamiento animal. Esto incluye conocer
las predisposiciones tipicas de la especie, la historia pasada, las claves presentes y otras variables
contextuales (Shettleworth, 2010a, 2010b). Ademas, el estudio del aprendizaje asociativo juega un
papel importante en la comprensién de la cogniciéon animal (Dickinson, 2012). Pero mas alla de la
teoria contemporanea del aprendizaje asociativo (Dickinson, 1980) - en la que nos centraremos por
ser de especial relevancia -, otras areas de la psicologia y de la ciencia cognitiva relacionadas con la
percepciodn, la atencidn, la memoria y el aprendizaje, ofrecen también alternativas a las hipotesis de
lectura mental (Heyes, 2015). Aunque se aleja del propdsito de este capitulo revisar cada uno de estos
aspectos, conviene recordar que el objetivo de la investigacidon deberia ser el de comprender los
mecanismos cognitivos que subyacen al comportamiento animal, no reducirlo a tratar de discriminar

unicamente los procesos asociativos de los no asociativos (Papineau and Heyes, 2006).

A pesar de que la investigacion sobre el aprendizaje asociativo representa una fuente potencial de
hipdtesis alternativas, plantearlo no supone una perspectiva atractiva para la mayoria de los
investigadores. Basicamente porque se trata de una temdtica altamente técnica, complicada de
utilizar y que puede implicar un mayor trabajo empirico (Heyes, 2012). Asi pues, paraddjicamente
en este caso la explicacion mas simple es precisamente la antropomoérfica, pues es la que resulta mas
sencilla de imaginar o de entender para nosotros (Heyes, 1998). Al mismo tiempo, este tipo de
explicaciones no llaman tanto la atencidn - pues se basan en principios que ya estan bien establecidos
- ni facilitan el interés por las revistas de alto impacto (Heyes, 2015; Dawkins, 2017). Sin embargo,
hay tener presente que el aprendizaje asociativo es ubicuo, se encuentra en multiples contextos
funcionales - desde la evitacion de depredadores, al forrajeo, la navegacion y determinados aspectos
del comportamiento territorial y sexual, entre otros (Heyes, 2012) - y puede explicar gran parte de

los fendmenos de aprendizaje observados en una gama amplisima de especies, incluidos los humanos
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(Macphail, 1982; Papini, 2008). Ademas, como seflala Heyes, todo lo relacionado con el aprendizaje
asociativo es justamente un buen ejemplo de investigacion psicolégica rigurosa cuyas construcciones
tedricas se han ido perfeccionando con el tiempo a través de una extensa investigacion experimental

solida, evitando la llamada psicologia popular o psicologia del sentido comun (Heyes, 2015).

Por otra parte, debe aclararse que tampoco hay que acogerse al simplismo de sugerir que la Unica
alternativa a la teoria de la mente son las explicaciones asociativas. Es decir, no estamos hablando de
meros seres autématas que responden a estimulos. De hecho, precisamente la complejidad del
comportamiento de los animales es la que puede llevar con cierta facilidad a utilizar términos propios
de la conducta humana y hacer atribuciones que realmente no estarian justificadas (Wynne, 2004).
De igual modo, tampoco conviene instalarse en la posicidon contraria y descartar sistematicamente
las explicaciones asociativas por razones historicas, ya que en ocasiones el aprendizaje asociativo
parece estar envuelto de un halo peyorativo. Se hace necesario sefialar que este tipo de aprendizaje

no esta representado simplemente por los principios conductitas (Heyes, 2012).

En definitiva, la cognicién animal es un campo complejo que arrastra varios problemas desde hace
tiempo. Por un lado, la demanda generalmente no cometida de tener un criterio comportamental
inequivoco cuando se analiza un proceso cognitivo esencialmente humano en otra especie. Y, por otro
lado, los estdndares metodoldgicos disminuidos, la sobreinterpretacion de los resultados y las
deficiencias de las anécdotas y los estudios de un solo sujeto, entre otras cuestiones (Shettleworth,
2010a; Heyes, 2015). En investigacién humana los criterios empleados para discriminar los
procesamientos conscientes de los no conscientes son cada vez mas estrictos, sin embargo, en la
investigaciéon animal es muy complicado obtener esta evidencia (Brown et al., 2019). En cualquier
caso, a pesar de los desafios que enfrenta la investigacion cientifica sobre la consciencia, hoy dia es
un area de la ciencia prospera (LeDoux, 2017) y son muchos los investigadores que estan haciendo

esfuerzos importantes para robustecer su legitimidad (Michel et al., 2019).

Por ultimo, conviene sefialar que el debate actual en ningtin caso debe caer en lo que denominan la
antroponegacion, negando las similitudes que obviamente existen entre el ser humano y los demas
animales, ni mucho menos caminar en contra del bienestar de estos. El problema es que actualmente
el acento estd puesto en enfatizar el aspecto humano en los animales. Hemos estado mirando el
cerebro desde un punto de vista totalmente centrado en nosotros, aun siendo claramente diferentes.
Pero como lo son el resto de las especies. En palabras del propio LeDoux “debemos protegernos tanto
de las tendencias antropocéntricas como de las antropomoérficas, pues a veces atribuimos demasiado

a otros animales y en otras ocasiones a nosotros mismos” (LeDoux, 2019).
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3. ANTROPOMORFISMO EN LA CIENCIA DE LAS EMOCIONES

El objetivo del apartado anterior ha consistido en analizar desde una visién amplia en distintas areas
de la cogniciéon comparativa los problemas comunes relacionados con las conjeturas especulativas y
con el uso del comportamiento para atribuir estados mentales conscientes. Logicamente este debate
también se ha trasladado a la ciencia de las emociones (LeDoux, 2012). En este campo
tradicionalmente se han aceptado términos mentalistas antropomorfos para referirse a procesos
subyacentes del comportamiento animal, como, por ejemplo, el miedo (Shettleworth, 2010a). En
efecto, no es raro encontrar publicaciones que describen comportamientos relacionados con la
ansiedad y con el miedo en diferentes especies (Bolles and Fanselow, 1980; Forkman et al., 2007;

Rooney et al.,, 2009; Blackwell et al., 2013).

La tradicién antropomoérfica se remonta al menos a Darwin, quien arguyé que hemos heredado de
los mamiferos los estados mentales correspondientes a las emociones. Ademas, asumia que el
comportamiento observable era un reflejo de lo que el individuo sentia, tanto humanos como otros
animales (Darwin, 1872). Es mas, el propio Darwin afirmaba lo siguiente: “Creo que no cabe duda de
que un perro siente verglienza” (Darwin, 1871). De forma similar, su discipulo George John Romanes
lleg6 a expresar que los peces pueden estar celosos o enfadados, las aves sentir terror y las hormigas
mostrar gran crueldad (Romanes, 1882). En consecuencia, la investigacion de la ciencia de las
emociones se ha visto afectada considerablemente por las ideas psicoldgicas de Darwin marcadas
por un fuerte antropomorfismo (LeDoux, 2019). Pero el enfoque darwiniano sobre comportamiento
animal estd desactualizado (Wynne, 2007b). Incluso hay quien sefiala que esta esta vision de la
continuidad bioldgica ha generado un marco tedrico encorsetado - aunque intuitivamente atractivo
- que ha mantenido a los investigadores rehenes de dichas constricciones (Povinelli et al.,, 2000). Por
tanto, de nuevo, no disponer de un marco conceptual claro puede generar confusién y esto se ilustra
de forma evidente en el caso de las emociones (LeDoux and Hofmann, 2018). De hecho, hay autores
que advierten de que las emociones no se han estado buscando de forma correcta en el cerebro
(LeDoux, 2019) y en la misma linea argumental se sugiere que los investigadores de la emocién rara

vez estudian la emocidn en si misma (Lieberman, 2019).

Joseph LeDoux - artifice de este debate a nivel de la ciencia afectiva en los ultimos afios - se centra
en el miedo, ya que dispone de distintos significados cientificos segtin los diferentes investigadores
y ejemplifica bien esta problematica. En este sentido, el miedo en ocasiones se trata como un

sentimiento consciente basado en el circuito de la amigdala, pero también con frecuencia es visto
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como un estado fisiolégico que media entre las amenazas y las respuestas. Otras veces se utiliza este
término exclusivamente para referirse a las respuestas conductuales y fisiolégicas y en los dltimos
afios algunos investigadores - entre los que se encuentra el propio LeDoux - hablan del miedo como
una experiencia consciente y ensamblada cognitivamente en circuitos corticales (LeDoux, 2015;
LeDoux, 2017). Es decir, se estd usando una misma palabra para describir diferentes cuestiones. El
problema se agrava, ademas, cuando algunos de estos significados se superponen con el concepto
que se emplea en el habla cotidiana, puesto que puede generar una interpretaciéon por defecto con
relacion ala experiencia consciente que toda persona ha experimentado alguna vez. Esto puede llevar
facilmente a interpretar que cualquier organismo que muestre alguna de estas respuestas estara
experimentando de forma consciente algo similar a lo que las personas entendemos por miedo. En
un intento de evitar este caos conceptual, LeDoux propone restringir el uso de los términos que hacen
referencia a estados mentales — como el de miedo - para referirse inicamente a estados mentales y
no a los circuitos que controlan las respuestas conductuales y fisiolégicas (LeDoux, 2014; LeDoux

and Brown, 2017; LeDoux, 2017).

Para LeDoux los estados que carecen de la participacién del “yo” no serian emociones (LeDoux and
Brown, 2017). Es decir, segun su visién, una emocidn seria la experiencia que ocurre cuando el
individuo es consciente de estar viviendo una situacion particular. Especificamente en el caso del
miedo, este seria el sentimiento consciente experimentado por un individuo capaz de interpretar los
contenidos de esas experiencias en términos de implicaciones para el bienestar de si mismo (LeDoux,
2015). En relacion con esto, el investigador propone un modelo con un fuerte componente evolutivo.
En este modelo se plantea un doble circuito para el procesamiento de las amenazas: uno subcortical
centrado en la amigdala que inicia los comportamientos defensivos y otro cortical que da lugar a la
experiencia consciente del miedo (LeDoux and Brown, 2017). Los organismos capaces de ser
conscientes del estado de su propio cerebro podrian experimentar aquello alo que comtinmente nos
referimos como miedo. Por tanto, como deciamos, este enfoque cuestiona que las emociones sean
similares entre los humanos y el resto de los animales, dada su naturaleza consciente y subjetiva. En
definitiva, LeDoux sostiene que las experiencias emocionales - al igual que el resto de las
experiencias conscientes — estan ensambladas cognitivamente por circuitos corticales y basadas en
modelos mentales y conceptualizaciones de situaciones (Mobbs et al., 2019). De modo similar, otros
autores proponen una teoria constructivista de las emociones (Clore and Ortony, 2013; Barret and
Russell, 2015; Barret, 2017). Concretamente Barrett - que revolucion6 hace unos afios la ciencia
afectiva cuestionando directamente la concepcién comun tan consolidada que habia hasta ese

momento - apunta a que las emociones son experiencias conscientes construidas psicolégicamente

140



Capitulo 3

y etiquetadas utilizando palabras aprendidas y vinculadas a la cultura a la que pertenece cada
individuo (Barrett, 2006b; Barrett, 2006a; Barrett et al., 2007; Barrett, 2009). En palabras de la
investigadora, LeDoux abrié el debate de la confusién que llevaba afios generandose en base alaidea
errénea que rodeaba el concepto del “circuito de miedo”. Dicha idea llevé a la creencia generalizada
de que los humanos y otros mamiferos comparten, no solo los comportamientos defensivos no
conscientes, sino también la propia sensacién de miedo (Barrett, 2019). De algiin modo era como el
elefante en la habitacién del que nadie hablaba, pero cuya presencia se hacia cada vez mas evidente
a través de ciertos enigmas del campo que las teorias contemporaneas sobre el miedo no permitian
explicar (para ampliar sobre esta cuestion revisar LeDoux and Pine, 2016; LeDoux, 2017). Por todo
ello, como adelantdbamos, LeDoux aboga por la generaciéon de un riguroso marco conceptual que
evite el uso de términos de estado mental para describir comportamientos en animales que no se
basan en dichos estados (LeDoux, 2015, 2019). Por ejemplo, de forma especifica, propone reemplazar
en investigacidon animal palabras como “estimulos de miedo”, “circuitos de miedo” y “respuestas de
miedo” por “estimulos amenazantes”, “circuitos de supervivencia” y “respuestas defensivas”

(LeDoux, 2012; LeDoux, 2017; LeDoux and Daw, 2018).

Como era de esperar, esta teoria ha generado controversia y detractores, sobre todo en cuanto a que
las experiencias subjetivas del miedo y de la ansiedad puedan separarse de las respuestas defensivas
inconscientes (Fanselow and Pennington, 2017, 2018). Para una respuesta a estos contraargumentos
ver Pine and LeDoux, 2017. Aunque gran parte de las discrepancias entre la visién de LeDoux y otros
investigadores importantes de este campo es semantica, no es una divergencia banal. Las palabras
que utilizamos condicionan nuestro pensamiento y la forma en la que enfocamos la investigacion
(LeDoux, 2019). Esto es, al estudiar el miedo existe una gran disparidad con respecto a como plantear
la investigacion e incluso, como hemos visto, en cuanto a cémo definirlo (Mobbs et al., 2019). Pero es
que ademds la terminologia que decidimos emplear influye marcadamente en lo que otros
interpretaran sobre nuestra propia investigacion (LeDoux, 2015). Asimismo, la utilizacién de esta
conceptualizacion laxa puede llevar al extravio de las expectativas sobre lo que el modelo animal
puede descubrirnos. Y, de hecho, esto muestra un notable paralelismo con la investigacién en otras
areas como la del dolor, donde se enfatiza cada vez mas la importancia de comprender la experiencia
del dolor subjetivo. En efecto, igualmente se cuestiona si los animales que carecen de consciencia
fenoménica representan un modelo adecuado en los estudios sobre el desarrollo de farmacos
analgésicos (Heyes, 2008). En este sentido, la investigacion del dolor no puede implicar inicamente
los mecanismos de la nocicepcion, sino también aquellos que son mediadores de la experiencia

subjetiva (Woo et al,, 2017). De forma similar, numerosas compaiiias farmacéuticas se han retirado
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de la investigacion en trastornos mentales (Miller, 2010) y, concretamente, el desarrollo de nuevos
farmacos ansioliticos ha generado un resultado clinico decepcionante en los dltimos afios (Griebel,
2013). Una de las razones que se proponen para explicar esta incapacidad para traducir los
resultados obtenidos en modelo animal en fadrmacos eficaces en humanos es que el planteamiento
desde el que se parte no es correcto. Pretender aliviar los sentimientos de miedo o de ansiedad de las
personas con farmacos que lo que han demostrado es que logran cambiar los comportamientos
defensivos y la excitacidn fisiologica en el modelo animal, podria ser un enfoque erréneo (LeDoux
and Pine, 2016). En conclusion, la idea de que el comportamiento de los animales en contextos de
amenaza es la via para comprender la experiencia subjetiva podria estar lastrando en parte el
esfuerzo por desarrollar tratamientos adecuados (LeDoux, 2015, 2019). Pero es que ademas este
debate incluso adquiere interés desde el punto de vista de la psiquiatria humana. De forma general,
los tratamientos de determinados trastornos de la salud mental deben abordar un doble objetivo:
por un lado, las experiencias conscientes del individuo y, por otro, los sintomas fisiol6gicos. De forma
especifica, LeDoux ha puesto el acento recientemente en la comprensiéon de las experiencias
subjetivas asociadas para una mejor intervencién en los trastornos de ansiedad y en las fobias
(LeDoux, 2015; LeDoux and Pine, 2016). En este aspecto, para un mayor conocimiento de los
mecanismos que subyacen a dichas experiencias es inevitable recurrir a la investigacién sobre la

consciencia y elegir modelos adecuados para su estudio.

En medio de todo este revuelo LeDoux y Daw propusieron una taxonomia de la conducta defensiva
sobre la base de procesos psicoldgicos conocidos y en relaciéon con los circuitos neuronales
subyacentes (LeDoux and Daw, 2018). Dicha taxonomia comprende tres categorias de reacciones -
que incluyen los reflejos, los patrones de reaccién fijos y los habitos - y tres categorias de acciones
mas flexibles y dirigidas a objetivos, que contienen las respuestas instrumentales aprendidas y las
acciones basadas en la deliberacion inconsciente o consciente. Dean Mobbs, aun compartiendo en
buena parte esta visién, se muestra pesimista con respecto al cambio de terminologia radical y
propone una alternativa subcategorizando el miedo en dos formas: reactivo y cognitivo (Mobbs,
2018). En cualquier caso, parece importante que, como minimo, los investigadores utilicen
definiciones mas precisas que dejen claro la utilizaciéon personal que estan haciendo del término

miedo.
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4. ANTROPOMORFISMO & BIENESTAR ANIMAL

En los dos apartados anteriores hemos desentrafiado la importancia de evitar trasladar estados
subjetivos humanos al comportamiento animal sin la evidencia de que dichas atribuciones pueden
realizarse. Asimismo, hemos puesto el énfasis en la idea de que este debate no es una mera cuestién
terminoldgica, sino que plantea a la ciencia una controversia a nivel conceptual que ademas puede
tener consecuencias practicas e incluso éticas. Por ejemplo, algunos autores sefialan que en materia
de bienestar animal no debemos permitirnos el lujo de acudir al antropocentrismo, interpretando la
realidad de los animales desde las experiencias y los valores humanos (Bradshaw and Casey, 2007).
No obstante, el hecho de no considerar cuestiones relacionadas con la consciencia ala hora de valorar
su bienestar puede resultar molesto (Dawkins, 2017), pues parece que cuantas mas similitudes se
encuentren entre los animales y los humanos, mas deben ser valorados y protegidos (Shettleworth,
2010a). Contrariamente a esto, se podria argiiir que el sesgo antropomorfico representa una visioén
injusta. Al distorsionar la verdadera naturaleza del resto de los animales concibiendo sus mentes
como versiones de la nuestra menos sofisticadas (Povinelli, 2004), directamente los colocamos en
una posicion inferior, asumiendo que sus capacidades son similares pero limitadas. En cualquier
caso, para muchos la certeza de que los animales tienen sentimientos conscientes sigue siendo la base
sobre la que construyen los argumentos a favor de una mayor consideraciéon moral en el trato que se
les da (Dawkins, 2017). Es justamente esa creencia de que los animales no humanos sufren, sienten
y experimentan de manera parecida a nosotros lo que empuja a muchas personas a preocuparse por
cuestiones relacionadas con el bienestar animal (Dawkins, 2015). Sin embargo, esta estrategia puede
resultar infructuosa e incluso podria debilitar parte del argumentario a favor de esta causa, entre
otros motivos, por la propia idiosincrasia de la investigacion de la consciencia animal. Ademas,
conviene sefialar que la acogida de esta conceptualizacién rigurosay cientifica no desplaza de ningtin

modo la consideracion ética hacia los animales no humanos.

La propia Dawkins reconoce que aunque tiempo atras ella misma incluia en su definicion de bienestar
lo que los animales sienten, actualmente lo considera un error. Es necesario fomentar una ciencia del
bienestar animal firmemente arraigada en lo observable y aquello que pueda ser probado
cientificamente. Dar un peso excesivo a cuestiones que hoy por hoy no son demostrables - como la
experiencia consciente en los animales - no juega precisamente a favor de esta ciencia (Dawkins,
2017). De nuevo vemos que surge toda una problematica asociada a la terminologia que se emplea
habitualmente. El hecho de recurrir a conceptos que utilizamos para caracterizar las construcciones

psicolégicas — como el miedo, el placer e incluso la propia palabra emocion - puede estar dificultando
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el avance en la ciencia (Mobbs et al., 2019), pues partir de concepciones equivocadas dificilmente
puede llevar a conclusiones correctas. Al ser palabras con una carga conceptual vinculada a las
experiencias conscientes que hemos sentido alguna vez, es facil asumir que la consciencia siempre
esta detras de las respuestas conductuales que observamos, independientemente de que en realidad
puedan estar controladas por circuitos diferentes (Dawkins, 2017). Incluso, remontandonos tiempo
atras, el propio Tinbergen declaré explicitamente que en fendmenos como el hambre, la ira o el
miedo, el problema no era si los animales experimentaban experiencias conscientes, sino la
imposibilidad de utilizar los métodos cientificos para confirmarlo. De tal manera que la atribucién de

estos y otros estados mentales no suponia mas que una mera conjetura (Tinbergen, 1951).

Por otra parte, Dawkins resalta la paradoja que se produce en el campo del bienestar cuando los
investigadores quieren abordarlo cientificamente pero incluyen el estudio de la consciencia animal
(Dawkins, 2015). Lo mas comun, sefala, es encontrar investigadores que aun reconociendo los
problemas vinculados a la consciencia desarrollan su investigacion como si tal cuestién no existiera,
utilizando palabras como “emocién” o “afecto”. Esta ambigiiedad en el uso de sustitutos templados
lleva a confusion y eleva los riesgos de tal contrasentido a su maxima expresion. A este respecto, de
los tres enfoques principales que actualmente se aceptan al definir el bienestar animal (Fraser et al.,
1997), uno hace referencia a las experiencias subjetivas del individuo, centrandose
fundamentalmente en emociones negativas como el dolor o el miedo (Broom and Johnson, 1993;
Dawkins, 1980). Incluso hoy dia la ciencia del bienestar trata de poner el énfasis en la importancia
de los estados subjetivos positivos (Boissy et al., 2007; Mellor, 2016), como el placer. Con el objetivo
de evitar esta contradiccidon, Dawkins propone un doble criterio al definir bienestar - en términos de
salud y de las necesidades y preferencias - que no incluya necesariamente las experiencias
conscientes en los animales (Dawkins, 2008). Estos criterios ademas podrian ser aceptados por
personas con diferentes puntos de vista y a su vez ser lo suficientemente practicos en cuanto a su

aplicacion (Dawkins, 2017).

En este marco, si se define el bienestar como una situacion en la que las necesidades bioldgicas del
individuo estan satisfechas, conviene tener en cuenta que dichas necesidades no son las mismas en
todas las especies, puesto que son el resultado de una historia evolutiva determinada. Por ejemplo,
las necesidades biolégicas del ser humano no coinciden necesariamente con las del perro o las del
gato, de tal forma que ala hora de valorar el bienestar no tratariamos de asemejarlas insistentemente.
De un modo similar, la exposicion a diferentes presiones del entorno ha fomentado el desarrollo de
una amplia variedad de procesos cognitivos (Zentall et al., 2008). En este sentido, nadie dudaria de

la extraordinaria sensibilidad olfativa de los perros (Manteca, 2003). De hecho, se ha sugerido incluso
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que las actividades basadas en el olfato podrian representar una herramienta ttil para mejorar el
bienestar de los individuos de esta especie (Duranton and Horowitz, 2019). Obviamente, parece poco
probable que dichas actividades se incluyeran como fundamentales en cuanto a la consecucion del
bienestar de las personas. En este aspecto, en el caso concreto de los humanos es posible que lo mas
extraordinario sea precisamente la forma en la que procesamos la informacién. Como se sugirié en
otro apartado del capitulo, la existencia de una linea de continuidad evolutiva no implica que no
pueda haber diferencias entre los rasgos mostrados por especies relacionadas. Tampoco puede llevar
a concluir que el resto de los animales experimentan experiencias subjetivas similares a las nuestras.
Por tanto, atribuirles ciertos estados mentales idénticos a los del humano no tiene por qué ser

positivo ni practico desde el punto de vista del bienestar.

Por ultimo, Barnard y Hurst sefalan la dificultad ligada al uso de etiquetas conceptuales - como el
estrés o el coping - cuya definicion y medicion son complicadas y generan importantes desacuerdos.
Esto es debido, entre otros motivos, a la creencia de que determinadas respuestas conductuales y
fisiologicas van asociadas necesariamente a circunstancias estresantes, cuando no siempre es asi
(Barnard and Hurst, 1996). Es decir, el analisis de indicadores que son perfectamente medibles y
aparentemente objetivos - como los pardmetros comportamentales y fisiolégicos - puede ser
complejo, pues estas variables mantienen un punto de subjetividad en su interpretacion (Bradshaw
and Casey, 2007). En consecuencia, no es infrecuente observar discrepancias en los protocolos a la
hora de incluir ciertas medidas relacionadas con el comportamiento del animal (Polgér, et al,, 2019),
pues a menudo resulta dificil valorarlas en términos de bienestar adecuado. Por ejemplo, el
comportamiento de vigilancia puede ilustrar este problema. Su expresién puede interpretarse como
una respuesta defensiva en un contexto amenazante, pero también podria reflejar el interés ante la
presencia de estimulos novedosos como los visitantes (Sherwen, 2015; Salas, 2017). Esta
ambigiiedad puede hacer complicado llegar a una conclusién en términos de bienestar basandose
Unicamente en esta medida de comportamiento. Sin embargo, los parametros fisiolégicos tampoco
estan exentos de problemas. Actualmente, el indicador fisiolégico que mas se utiliza para valorar la
respuesta de estrés es la concentracion de glucocorticoides como representacion de la activacion del
eje HPA. Su utilidad con respecto a la evaluacién del bienestar animal no siempre es clara, ya que su
valoracion muestra dificultades. A este respecto, la activacion del eje HPA reflejada en una mayor
concentracion de glucocorticoides no implica necesariamente consecuencias negativas (Ralph and
Tilbrook, 2016), puesto que su incremento puede estar relacionado con situaciones que no son
amenazantes para el individuo ni perjudican su bienestar, como las conductas de juego o el

comportamiento sexual, entre otras (Broom and Johnson, 1993; Otovic and Hutchinson, 2015).
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5. ANTROPOMORFISMO, BIENESTAR DE LOS ANIMALES DE COMPANIA &
ETOLOGIA CLINICA

A lo largo del capitulo hemos ido desgranando los riesgos de etiquetar el comportamiento de los
animales con términos cotidianos de nuestro lenguaje vulgar en diferentes areas del conocimiento.
Es importante acercar también al campo del bienestar de los animales de compaiiia y al de la etologia
clinica el actual debate sobre el uso tan extendido de un vocabulario antropomoérfico y la confusién
conceptual asociada. El objetivo no es otro que el de disponer de recursos suficientes y adecuados
con los que poder elaborar suposiciones razonadas sobre la vida cognitiva y emocional de las
especies domésticas con las que habitualmente se trabaja en estas areas. En relaciéon con esto, no es
raro que la gente que convive con animales les atribuya numerosas emociones, como el miedo, la ira,
la alegria, la culpa, los celos, la empatia o la vergilienza, entre otras (Morris et al,, 2008; Konok et al,,
2015; Martens et al, 2016). Lamentablemente, se genera un problema cuando las suposiciones -
sustentadas en un lenguaje comun intoxicado de las propiedades subjetivas - llevan asociadas un
bagaje social y moral (Mitchell, 2005). Sin duda, el hecho de utilizar palabras con una carga implicita,
asi como predicciones intuitivas basadas en cémo las personas sienten o razonan, conlleva riesgos

en cuanto a la convivencia con otros animales.

Con todo, cabe sefialar que esta fuerte tendencia de atribuir sentimientos y motivaciones humanas
puede contribuir en cierta medida a algunos aspectos positivos de la relacién de las personas con el
resto de los animales. Por ejemplo, en un estudio en el que valoraron la influencia del
antropomorfismo en los comportamientos prosociales hacia los animales, observaron una mayor
disposicion a adoptar perros de refugios en los participantes que mostraban mayor tendencia al
antropomorfismo (Butterfield et al, 2012). Por otra parte, parece que la propension a atribuir
caracteristicas humanas a los animales puede alterar los habitos alimenticios, pues estaria asociada
a una reduccion en el consumo de productos de origen animal (Bastian et al,, 2012). No obstante,
también encontramos algunos aspectos negativos. Entre otros, Serpell senala que la seleccion
antropomorfica a favor de rasgos que facilitan la atribucién de estados mentales humanos puede ser
responsable de algunos de los problemas de bienestar mas graves de los animales de compaiiia.
Concretamente hace referencia a las discapacidades fisicas presentes en la mayoria de las razas
braquiocefalicas y a ciertas distorsiones a nivel comportamental (Serpell, 2003). Ademas, en dos

estudios en los que se investigo la influencia de la relacién humano-animal en la alimentacién y en el
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cuidado de los gatos y de los perros, encontraron que una mayor humanizacién de ambas especies
estaba asociada al sobrepeso (Kienzle et al., 1998; Kienzle and Bergler, 2006). Por tanto, en cuanto al
vinculo con los animales domésticos - principalmente perro y gato -, el antropomorfismo parece
mostrar una doble cara. Por un lado, ha dado lugar a un conjunto de relaciones entre especies sin
precedentes en ninguna otra parte del reino animal (Serpell, 2003) y contribuiria a la creacion de los
lazos que establecen las personas con estos animales. Sin embargo, por otro lado, interpretar el
comportamiento de los perros y los gatos desde el filtro de los valores humanos puede resultar una

amenaza para ese vinculo (Houpt, 1996).

En relacion con esto ultimo, estas actitudes sesgadas parecen favorecer también el desarrollo de
problemas de comportamiento en el contexto doméstico (Bradshaw and Casey, 2007). En el caso
concreto de los perros, las interpretaciones humanas de la conducta de esta especie son
antropomorficas con mucha frecuencia (Serpell, 2003; Horowitz, 2009; Horowitz and Hecht, 2014).
Una situacion clasica es la de atribuirles culpa o remordimiento al observar su comportamiento, por
ejemplo, cuando el propietario llega y el animal ha orinado dentro de la casa. Esto asi porque la via
mas facil e intuitiva es simplemente extrapolar lo que nosotros, como humanos, podriamos sentir en
un contexto similar. Y mas si se ve al animal adoptando una postura encogida o la llamada “mirada
de culpabilidad” (Voith and Borchelt, 1996; Horowitz, 2009), aparentemente tal y como haria una
persona culpable que evita mirar a su inculpador. De hecho, hay autores que sugieren que entre los
mecanismos cognitivos que respaldan las interpretaciones antropomdrficas estarian los de
coincidencia motora, que se activarian al observar animales que mostraran comportamientos
familiares para los humanos (Urquiza-Haas, 2015). El problema con este tipo de explicaciones
antropomorficas es que realmente no explican nada y carecen del poder de predecir el
comportamiento futuro de ese individuo (Wynne, 2007b). Con lo cual, llevan a un callején sin salida
en cuanto a la compresion del comportamiento animal. Nuevamente, es necesario no precipitarse en
las conclusiones y disponer siempre de hipétesis alternativas. En este aspecto, Horowitz mostré de
forma clara a través de un interesante estudio que los propietarios interpretaban erréneamente
como una expresion de culpa lo que en realidad era el resultado de una respuesta aprendida como

consecuencia del manejo asociado (Horowitz, 2009).

En este mismo orden de ideas, conviene remarcar que las concepciones incorrectas sobre lo que
motiva la conducta de los animales influyen en buena medida en la manera en que el propietario
gestiona la situacion (Todd, 2018). Por ejemplo, si un perro muestra destructividad en casa y la
persona interpreta que se ha comportado mal de forma intencionada y que actia por venganza -

pues la conducta inadecuada inicamente aparece cuando lo dejan solo -, la probabilidad de que lleve
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a cabo una intervencién coercitiva posiblemente sea mayor. Y es importante tener en cuenta que
estas acciones de confrontacién pueden estar asociadas con una mayor ocurrencia de
comportamientos indeseados (Hiby et al., 2004; Herron et al., 2009) y también pueden incrementar
las respuestas defensivas del animal (Mills, 2002). En este sentido, en un estudio en el que evaluaron
las respuestas de los perros a diferentes métodos de entrenamiento encontraron que los individuos
cuyos propietarios utilizaban técnicas punitivas parecian tener mayor probabilidad de desarrollar
respuestas agresivas (Blackwell et al., 2008), con el riesgo que esto conlleva. Sin olvidar, ademas, los
efectos negativos que el uso de este tipo de técnicas tiene sobre el bienestar de los animales (Hiby et

al,, 2004; Deldalle & Gaunet, 2014; Ziv, 2017).

Por ultimo, los expertos que ejercen la etologia clinica en ocasiones tampoco escapan de estos
problemas semanticos y sus consecuencias. De hecho, con cierta frecuencia los profesionales de esta
especialidad veterinaria acaban recurriendo a conceptos antropomdrficos para facilitar la
comprension de determinadas explicaciones. A este respecto, incluso hay autores que instan a
utilizar el antropomorfismo como herramienta de comunicaciéon valida (Karlsson, 2012). Sin
embargo, ya se haargumentado a lo largo del capitulo las consecuencias que puede tener el pretender
explicar el comportamiento utilizando recursos tedricos empobrecidos. Por poner un ejemplo
concreto de este campo, entre las recomendaciones que se dan cuando un perro muestra respuestas
defensivas en un contexto de amenaza (lo que habitualmente se etiquetaria como miedo)
encontramos la de ignorar al animal “para no reforzar su miedo” (Lindsay, 2005; Levine, 2009;
Palestrini, 2009). Estas sugerencias no suelen ir acompafiadas de estudios que avalen su eficacia. Tal
vez una mayor reflexion con respecto a las diferentes respuestas que se pueden producir en un
contexto defensivo - reacciones corporales, patrones de comportamiento innatos y acciones
instrumentales, entre otras - en lugar de intuirlo como una especie de pack, proporcionaria un marco

mas riguroso para debatir el sentido y la utilidad de esta reiterada recomendacion.

6. CONCLUSIONES

La creencia de que hemos heredado de nuestros ancestros mamiferos los estados mentales, en
general, y las emociones, en particular, ha allanado el camino a nuestra tendencia antropomorfica
innata incluso dentro de la ciencia. De tal manera que se asume con facilidad que cuando los humanos
y otros animales realizan comportamientos parejos en contextos concretos, esto conlleva también la

experiencia comun de sentimientos similares. Por tal motivo, el presente capitulo se ha centrado en
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plantear la necesidad de utilizar un marco conceptual que explique mejor lo que ocurre en el cerebro
del animal. Entre otras cosas para no tener que recurrir constantemente a adaptar de forma mas o
menos burda la terminologia aplicada a las personas. De hecho, servirse constantemente de estas
palabras que usamos para describir nuestras experiencias subjetivas no parece que vaya a ayudar

precisamente a evitar el sesgo antropomorfico.

La ciencia no puede desarrollarse en base a nuestras tendencias antropocéntricas, tomandonos
descaradamente como modelos al interpretar la naturaleza de otras mentes, ni a las antropomaoérficas,
en un intento constante de buscar las similitudes. La mayoria de los estudios se basan en meras
analogias con el comportamiento humano o en episodios anecdéticos. Las intuiciones - casi a modo
de corazonada - derivadas de este tipo de enfoques no pueden considerarse conclusiones cientificas.
Los procesos cognitivos no se pueden observar directamente, son inferencias del comportamiento,
esto es, saltos especulativos que conviene analizar cuidadosamente antes de verter una conclusién.
Por otra parte, en ocasiones los andlogos de los paradigmas experimentales aceptados para los
humanos pueden no permitir una interpretacién clara en el caso de los animales, como ocurre, por
ejemplo, en la prueba del espejo. Y en la otra cara de la moneda de este debate también se pone en

jaque en cierta medida la utilidad del modelo animal para determinadas cuestiones.

Enfocandonos en la ciencia del bienestar, hemos destacado la idea de que esta no tiene que basarse
en suposiciones con respecto a qué especies tienen experiencias conscientes, ya que esto puede
suponer un obstaculo para su avance. Asimismo, hemos procurado aclarar que este debate no
descansa sobre la interpretacion mas radical de la filosofia cartesiana, ni plantea la posibilidad de
que los animales sean simples maquinas de estimulos-respuestas. No obstante, que muchos animales
puedan utilizar funciones cognitivas realmente complejas no implica necesariamente que posean la
capacidad de experimentar experiencias conscientes. Sea como sea, es fundamental subrayar que la
generacion de un mayor conocimiento sobre el comportamiento y la cognicién de los animales en
todo caso debe utilizarse para comprenderlos mejor y mejorar su bienestar, en ningiin caso para
justificar practicas abusivas. Por otro lado, parece razonable proponer también el acercamiento de
este amplio debate a la etologia clinica. La integracidn de este conocimiento podria ser de ayuda para
evitar el riesgo de la construccién de concepciones equivocadas, que, a su vez, pueden generar

consecuencias indeseadas.

En definitiva, cuando se utilizan conceptos tan ambiguos y escurridizos a nivel empirico la
controversia estd servida. En relacidn con esto, hemos recalcado la necesidad de aplicar definiciones

precisas, adoptar estandares rigurosos y disponer siempre de hipétesis alternativas a la hora de
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interpretar los resultados de los estudios. En cualquier caso, el objetivo de este capitulo no es aportar
soluciones concretas, sino hacer eco de un problema presente en la ciencia, en general, y en nuestro

campo, en particular. Un problema que debe debatirse y, en la medida de lo posible, resolverse.
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Discusién general

1. PARAMETROS DE COMPORTAMIENTO, MIEDO Y ANSIEDAD

1.1. Complicaciones asociadas a la poca consistencia en la terminologia empleada

La evaluacion de la conducta proporciona una herramienta no invasiva para la valoracién del estrés.
Dentro de los contextos defensivos, desde el nivel mas simple se pueden utilizar los comportamientos
de aproximacién y evitacion, asi como las reacciones de congelacidn, huida o ataque y la expresion
de vocalizaciones (Paul et al., 2005). Aparte de estos, se han sugerido algunos comportamientos que
serian mas especificos de los perros - de los que hablaremos con mas detalle a continuacién - como
levantar la pata, el lip licking, evitar la mirada directa, el jadeo, los gemidos, el grooming y las
sacudidas del cuerpo, entre otros. No obstante, la medicién del comportamiento es dificil y crear
medidas comportamentales predictivas todavia mas (Overall, 2014d). Centrandonos en los perros,
que es la especie sobre la que hemos realizado estas valoraciones en nuestro caso, Diederich y Giffroy
apuntan a una sustancial falta de consenso en los parametros que se utilizan para valorar su
conducta. Ademas, las pruebas que se emplean para ello son con frecuencia particulares de cada
investigador (Diederich and Giffroy, 2006), con lo cual, hay una absoluta falta de estandarizacién. Por
otra parte, no es raro encontrar agrupaciones de comportamientos en los diferentes estudios -
incluidos los nuestros - con el objetivo, entre otros, de facilitar el analisis. Sin embargo, esta decisién
no siempre ayudara a trasladar la informacién que se obtenga de forma aplicada. Por poner un
ejemplo concreto, las vocalizaciones se suelen incluir dentro de los parametros conductuales que se
evaliian y encontramos tanto articulos en los que se agrupan (Palmer and Custance, 2008) como
otros en los que las valoran por separado (Palestrini et al., 2010; Scaglia et al., 2013). Esto puede ser
un problema cuando incluso dentro de un mismo tipo de vocalizacion, como el ladrido, puede haber
diferentes connotaciones (Cohen and Fox, 1976; Pongracz et al.,, 2010). En este aspecto, Overall
recalca que sin etogramas detallados es facil acabar generando suposiciones engafiosas sobre los
mecanismos subyacentes a los comportamientos que observamos (Overall, 2014b). De hecho, en un
intento reciente de poner orden a este caos, la investigadora pidi6 la colaboracién en un proyecto
global con el objetivo de acordar un conjunto estandarizado de descripciones para utilizar en el
campo del comportamiento (Overall, 2014a). Otro esfuerzo notable vino de la mano de Jones y
Gosling, quienes propusieron siete categorias de descriptores de temperamento canino tras una
revision de la literatura existente (Jones and Gosling, 2005). Cabe mencionar que los autores
eliminaron términos indicativos de las motivaciones internas o de los estados emocionales. Este
matiz a la hora de evitar sesgos en los descriptores de comportamiento es importante, como se

argumentara con mas detalle en otro apartado de la discusiéon general.
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1.2.El uso confuso de las palabras miedo y ansiedad

Actualmente no hay un consenso semantico con respecto a las palabras miedo y ansiedad y con
frecuencia siguen utilizdndose indistintamente o incluso se combinan (LeDoux and Pine, 2016;
Mobbs, 2018). Aun siendo conceptos entrelazados es necesario desemparejarlos, pues existen
diferencias neuronales, farmacolégicas, conductuales y clinicas que conviene tener en cuenta
(McNaughton and Corr, 2004). Por un lado, encontramos desemejanzas a nivel de expresion
comportamental. En este marco, McNaughton y Corr en su modelo asocian el freezing con las
situaciones de amenaza inevitable y la inhibicién de comportamiento con las evitables. Dicho de otro
modo, el freezing estaria mas bien relacionado con lo que se entiende por miedo y la inhibicion
conductual con la ansiedad. Por otro lado, los mecanismos cerebrales que se activan son en parte
diferentes (LeDoux, 2015). En concreto, el nicleo del lecho de la estria terminal (BNST) parece
desempefiar un rol principal en situaciones que implican incertidumbre o amenazas inciertas, frente
a la amigdala, que tendria un papel protagonista en el procesamiento de las amenazas especificas
(Walker et al., 2009; Davis et al., 2010; Hammack et al., 2015). Otra importante distincion se detecta
a nivel farmacoldgico. En este sentido, la inhibicién del comportamiento parece distinguirse de la
congelacion por ser sensible a los farmacos ansioliticos (Gray and McNaughton, 2000). Esto se ha
investigado en una amplia gama de especies, incluidos los invertebrados. Por ejemplo, en un estudio
en el que utilizaron clordiazep6xido en cangrejos de rio se redujo la inhibicién de comportamiento
que mostraron los animales tras haber recibido una descarga eléctrica en un lugar concreto, de forma
similar a lo que les ocurre a los roedores cuando se aplica el paradigma del laberinto elevado en cruz
(Fossat et al,, 2014). Por otra parte, y sin entrar en detalle, estas diferencias entre los términos miedo
y ansiedad también se reflejan a nivel de la psicopatologia y de las configuraciones experimentales

para evaluar cada uno de ellos (Hagenaars, 2014).

1.3.Variabilidad en los parametros de comportamiento utilizados

De forma especifica, la mayoria de los articulos revisados de nuestro campo no hacian mencién de
esta problematica asociada al uso inconsistente de las palabras miedo y ansiedad. Con todo,
encontramos varios que si lo advertian parcialmente (Blackwell et al., 2013; Gruen et al,, 2015).
Concretamente, los autores del primero indican que ambos términos estan definidos de forma muy
variable en la literatura. Por su parte, los del segundo sefialan que a menudo se usan indistintamente

para describir una constelaciéon de respuestas conductuales y fisiologicas. A este respecto, se han
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propuesto numerosos signos comportamentales de supuesta expresion de ansiedad. Desde el
freezing y la inmovilidad ténica al incremento de la deambulacién, asi como el jadeo, la irritabilidad
y la inquietud, la tensién muscular, determinadas “expresiones faciales de ansiedad”, la miccién y
defecacion, la agresividad y los comportamientos de vigilancia, entre otros (Ohl et al., 2008). De forma
similar, otros estudios incluyen algunos de estos comportamientos citados como parte del repertorio
de signos de ansiedad y, a su vez, afladen otros, como el lip licking, 1os bostezos y las vocalizaciones
(Palestrini et al., 2010; Scaglia et al., 2013). En este aspecto, cabe advertir que fue practicamente
imposible encontrar una coincidencia absoluta en ninguno de los articulos revisados. Todos incluian
algunos de estos comportamientos mencionados y omitian otros tantos. Aun asi, como
adelantidbamos, el problema no estd Unicamente en esta variabilidad en los parametros
comportamentales analizados, sino que también existe una notable diversidad en cuanto a los
términos utilizados para englobar estas variables. Encontramos desde articulos en los que los
contienen dentro del miedo y la ansiedad practicamente sin distincion (Dreschel, 2010; Blackwell et
al,, 2013; Landsberg et al,, 2015; van Rooy et al., 2018; Polgar et al., 2019), a aquellos en los que solo
mencionan el miedo (Stellato et al. 2017), los comportamientos relacionados con el miedo (Levine et
al.,, 2007), o los signos de ansiedad (Scaglia et al., 2013; Overall et al., 2016). Ademaés de otros en los
que se habla de un estado emocional negativo (Masson et al., 2018), de estrés y/o ansiedad (Pastore

etal,, 2011) y de estrés (Siniscalchi et al., 2013), entre otros términos que se emplean.

Tampoco facilita el trabajo el hecho de que algunas de las conductas que se usan para categorizar el
miedo y la ansiedad se manejen igualmente para referirse a comportamientos en otros contextos. Por
ejemplo, el lip licking, los bostezos o el levantar una de las patas, entre otras, se utilizan en ocasiones
como medidas de miedo y ansiedad (Landsberg et al., 2015) o como “conductas sutiles de miedo”
(Stellato et al, 2017). No obstante, las encontramos igualmente dentro del concepto global de
conductas de desplazamiento (Lund and Jgrgensen, 1999; Kuhne et al,, 2012; van Rooy et al., 2018),
o incluso en otros contextos como sefales de apaciguamiento (Pastore et al., 2011) o sefiales de calma
(Rugaas, 2006). Especificamente, las sefiales de apaciguamiento a menudo son vistas como posturas
y actitudes que los perros muestran hacia sus conespecificos en situaciones de posible conflicto social
(Pastore et al,, 2011). Por su parte, Beerda y colaboradores conciben estas respuestas conductuales
como indicativas de estrés (Beerda et al., 1997), incluso en situaciones no sociales (Beerda et al,,
1998). Sin embargo, otros sugieren que el lip licking, por ejemplo, podria constituir una sefial
comunicativa que no necesariamente se relaciona con situaciones estresantes (Rehn and Keeling,
2011). Como vemos, queda todavia un amplio recorrido para alcanzar ese conjunto estandarizado de

descripciones en nuestro campo del que hablabamos previamente.
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1.4. El freezing como ejemplo de las consecuencias de esta falta de consenso

Si nos centramos en el freezing o congelaciéon - una de las respuestas defensivas mas estudiadas en
la ciencia del comportamiento - encontramos diferentes términos para hacer referencia a este
concepto, como la inmovilidad atenta, inmovilidad hiperreactiva o inmovilidad reactiva (Kozlowska
et al, 2015). No obstante, también hallamos multiples definiciones del freezing que varian

ligeramente entre los articulos:

— “Supresion de todo movimiento exceptuando el requerido paralarespiracién” (Fanselow and
Bolles, 1979; Nader et al,, 2001; Anagnostaras, 2010).

— “Estado de inmovilidad de alerta” (Blanchard and Blanchard, 1989).

— “Una inhibicién del movimiento, como una estatua” (Lang and Davis, 2006).

— “Ausencia total de movimiento, excepto la asociada con la respiracién y una postura corporal

tensa” (Hagenaars et al,, 2014; Roelofs, 2017).

Estas sutilezas son importantes, pues pueden llevar a conclusiones confusas y a dar un mayor peso a
comportamientos distintos segtin la definicién empleada. En el caso de la presente tesis, observamos
las consecuencias que pueden derivarse de estos matices diferenciales en las definiciones del
freezing. Concretamente, en nuestro estudio piloto del Capitulo 1 empleamos una definicién tan
amplia que es probable que esta abarcara comportamientos que realmente no constituian freezing.
En este sentido, la definicién por la que optamos en el segundo estudio - que incluia el matiz de la
postura corporal tensa - cambi6 la frecuencia de observacidn hasta el punto de que la congelacién
fue detectada de forma residual durante los periodos en los que no se aplicaba el sonido aversivo,
apareciendo de forma mucho mas intensa cuando se presentaba el estimulo sonoro. Otro ejemplo de
la confusién que puede generarse en funcién de las definiciones que se usen lo encontramos en el
estudio de Stellato y colaboradores. En este trabajo no hallaron una relacion significativa para
ninguna de las pruebas (sociales y no sociales) entre lo que ellos valoraron como conducta de freezing
y lo que denominaron comportamientos sutiles de miedo (lip licking, levantar la pata, bostezar y
determinadas vocalizaciones, entre otras) (Stellato et al, 2017). Teniendo en cuenta que estos
comportamientos sutiles se correlacionaron con lo que ellos consideraron que eran indicadores de
miedo, acabaron incluso cuestionando si la congelacién era indicativa de ello. Hay que decir que
también se plantearon que tal vez la inactividad que valoraron significaba mas bien un cese de
comportamiento asociado a la vigilancia, en lugar de congelacién. En relacién con esto, cabe matizar
que el freezing se considera una respuesta innata, universal (LeDoux, 2015; Hagenaars et al.,2014;

Roelofs, 2017) y que forma parte del repertorio de respuestas de defensa especificas de especie. Es
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decir, al igual que la huida y la lucha, es una reacciéon defensiva que se desencadena de forma
automatica por estimulos externos y que se expresa de forma muy similar en todos los miembros de
una especie (LeDoux, 2015). En este aspecto, se ha visto que el mismo patrén de reaccién defensiva
se observa tanto en ratas silvestres como en ratas criadas en laboratorio (Blanchard et al,, 1986), lo
que indica que no es necesaria la experiencia previa para mostrar estas respuestas. Sin embargo, si
se han detectado variaciones en cuanto a la expresion diferencial de cada una de estas reacciones,
reduciéndose notablemente el ataque y siendo el freezing el componente principal en las ratas de
laboratorio (Blanchard et al.,, 1991). Esto contrasta con las llamadas acciones defensivas. En este caso,
los animales pueden mostrar diferentes comportamientos para evitar una situacién o salir de ella en
funcién de las condiciones en las que se encuentren (ya sea corriendo, nadando, saltando, volando o
presionando una palanca). Por tanto, estas respuestas defensivas no serian especificas de especie
como la congelacidn, sino que constituirian acciones motoras que mediante el aprendizaje se pueden

utilizar para escapar o evitar una situaciéon (LeDoux, 2015).

Por ultimo, conviene sefalar que el freezing no es la tnica respuesta de inmovilidad asociada a un
contexto de amenaza. Hay otros comportamientos que se caracterizan también por esta ausencia de
movilidad, como la orientacién hacia el estimulo, la inhibicién comportamental relacionada con la
evaluacion de riesgos y la inmovilidad ténica (Hagenaars et al,, 2014; Roelofs, 2017). Con respecto a
la orientacion, esta se acompaiia frecuentemente de una reducciéon del movimiento y la atencién se
dirige a un nuevo estimulo del entorno. Por tanto, en cierta medida la congelacion y la orientacion
comparten ese componente de inmovilidad atenta (Roelofs, 2017). Por su parte, en el Capitulo 1 ya
se comentaron con cierto detalle las diferencias entre el freezing y la inhibicién de comportamiento.
En cuanto a la inmovilidad toénica, esta suele ocurrir mas tarde dentro de la cascada defensiva.
Aunque sus caracteristicas fisicas todavia no estdn completamente claras, se diferencia del freezing
en la ausencia de respuesta, pues la congelacidn prepara activamente al animal para otras respuestas
defensivas. De hecho, la congelacion podria considerarse de algiin modo una respuesta de lucha o
huida suspendida (Kozlowska et al., 2015). En tal sentido, la sustancia gris periacueductal actia como
freno inhibiendo el componente fasico de la funcién motora, pero no el ténico. De esta manera, el
tono muscular es alto aunque el animal muestre inhibicion de la respuesta motora, caracteristico del
freezing (Roelofs, 2017). Esta cuestidn representaria una de las diferencias de la congelaciéon con

respecto a otros tipos de inmovilidad.

En definitiva, y concluyendo este apartado, la ciencia del comportamiento y la etologia clinica sufren
una importante falta de estandarizacion, en buena medida debido a las definiciones tan variables que

se manejan (Overall, 2017).

173



Discusién general

2. PARAMETROS FISIOLOGICOS DEL EJE HPA ASOCIADOS A ESTRES

2.1.Parametros fisiologicos asociados al estrés

En los udltimos afios se ha incrementado el interés por el bienestar de los animales de compaiiia,
cuestiondndose determinadas condiciones de alojamiento o de manejo que estaban totalmente
aceptadas en el pasado (Beerda et al., 1997). Por tanto, se ha generado la necesidad de una evaluacién
objetiva del estrés en el contexto doméstico. En el apartado anterior hemos discutido los parametros
de comportamiento asociados a estrés. Debido a que estas medidas por si solas pueden ser ambiguas
o inespecificas, lo ideal es combinarlas con valoraciones fisiol6gicas que permitan un analisis mas
claro de los resultados. En este sentido, tal como desarrollamos en la introduccién de esta tesis, la
exposiciéon a estimulos estresantes conlleva la activacién de dos sistemas neuroendocrinos: el eje
hipotaldmico-simpatico-adrenomedular y el eje hipotaldmico-pituitario-adrenocortical (HPA)
(Romero and Butler, 2007; Habib et al., 2001). De forma especifica, cabe recordar que la respuesta
de estrés se activa también en situaciones defensivas. Es decir, tanto el sistema simpatico-adrenal
como el pituitario-adrenal responden al procesamiento de amenazas en la amigdala (Rodrigues et al.,
2009), proporcionando el soporte fisiolégico necesario. Concretamente el nticleo central de la
amigdala controla las respuestas de comportamiento - como la congelacion - y los cambios mediados
por el sistema nervioso auténomo y las respuestas hormonales, en especial la liberacién de

adrenalina, noradrenalina y cortisol (LeDoux, 1996; Kalin et al., 2004).

Entre los parametros fisiol6gicos que se han utilizado para valorar el estrés se incluyen diferentes
medidas hormonales (catecolaminas, glucocorticoides, prolactina, vasopresina y oxitocina, entre
otras), medidas de frecuencia cardiaca y de presion arterial, la determinacién de la temperatura
corporal, proteinas de fase aguda e indicadores inmunoldgicos. Centrdndonos en la especie canina,
en una serie de estudios en los que valoraron tanto el estrés agudo como el cronico, Beerda y
colaboradores propusieron como medidas fisiolégicas la frecuencia cardiaca, las catecolaminas, el
cortisol en plasma y orina y el estado inmunitario (Beerda et al., 1997, 1998, 1999, 2000). Sin
embargo, algunos de estos parametros propuestos presentan el inconveniente de verse afectados por
los procedimientos para tomar las muestras (Beerda et al., 1997), lo que complica la interpretacion
de los resultados. Por otra parte, en un estudio reciente se evalu6 la potencialidad de la termografia
infrarroja como método no invasivo en el estudio del estrés en perros que acudian al veterinario,

sugiriendo sus resultados que podria ser una herramienta ttil (Travain et al., 2015). Con todo, al igual
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que ocurre en la valoracién de muchas otras variables, los perros mostraron ciertas conductas de
evitacion al emplear esta metodologia. En este sentido, a modo de recomendaciéon general,
convendria que los animales estuvieran previamente entrenados para la recoleccién de las muestras

y la manipulacién fisica asociada.

2.2.Utilizacién del cortisol como parametro fisioldgico representativo del eje HPA

Actualmente, el indicador fisiolégico que mas se emplea para valorar la respuesta de estrés es la
concentracién de glucocorticoides como representacion de la activacion del eje HPA (principalmente
cortisol en perro y gato). La determinacion de los niveles de cortisol en estas dos especies ha sido
ampliamente utilizada en diferentes matrices: plasma (Hennessy et al., 1997; Hennessy et al., 2001;
Bergeron et al., 2002; Hydbring-Sandberg et al., 2004; Rosado et al.,, 2010), saliva (Beerda et al., 1997;
Beerda et al,, 1998; Beerda et al., 1999; Bergeron et al,, 2002; Dreschel and Granger, 2005), orina
(Beerda et al., 1999; Blackwell et al., 2010), heces (Schatz and Palme, 2001; Accorsi et al., 2008) y
pelo (Accorsi et al., 2008; Siniscalchi et al., 2013; Roth et al., 2016). De todas formas, cabe decir que
las relaciones entre el comportamiento inducido por estrés y las concentraciones del cortisol siguen
sin estar claras (Rooney et al., 2007). Es posible que la alta variabilidad comportamental - sobre la
que hemos discutido ampliamente a lo largo de esta tesis - pueda deslucir esta relacion entre los

niveles hormonales y los parametros conductuales.

Nosotros decidimos emplear el andlisis de los niveles de cortisol en pelo en base a una serie de
ventajas que presenta con respecto a otras matrices. Entre estas ventajas encontramos las
condiciones sencillas de almacenamiento y conservacion, la recoleccidon no especialmente invasiva
de las muestras en comparacion con las mediciones de cortisol sérico y salival y su capacidad de
representar un valor de la actividad adrenal a largo plazo (Tallg, 2016), lo cual va unido al hecho de

poder reducir el esfuerzo de tomar muestras repetidas (Bryan et al., 2013).

En nuestro caso particular encontramos una tendencia (P = 0.05) con respecto a las diferencias en
los niveles de cortisol en pelo en el estudio del Capitulo 2, siendo dichos niveles superiores en el
grupo de gatos que mostraban cambios de comportamiento relacionados con el estrés. Sin embargo,
los valores por individuo se conservaron en gran medida. Con lo cual, no parece que pueda
aprovecharse esta metodologia para analizar el éxito de las intervenciones habitualmente utilizadas.
En relaciéon con esto, Beerda y colaboradores sefialan la dificultad en la interpretacion de las

mediciones de estrés en condiciones no experimentales debido a la alta variabilidad y a la gran
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cantidad de factores no controlados (Beerda et al., 1998). Por su parte, en el estudio del Capitulo 1
sobre el efecto de la predictibilidad tampoco encontramos diferencias significativas en los niveles de
cortisol entre los dos grupos experimentales. En este sentido, ya se apunt6 en dicho capitulo a las

limitaciones metodolégicas que pudieron complicar el analisis.

Cabe afiadir que al analizar la respuesta de estrés se recomienda considerar también, mas alla de la
magnitud de la propia respuesta, la velocidad de recuperacion (Linden et al., 1997). En el caso de
nuestro estudio piloto sobre el efecto de la predictibilidad utilizamos tres fases. La valoracién previa
a la presentacion del sonido podria considerarse una fase anticipatoria. Y la fase posterior a la
apariciéon del estimulo aversivo, la de recuperacién. Ademas, durante la exposicién al sonido se
evaluaba la reactividad al mismo. No obstante, nosotros tinicamente tomamos dos muestras, una
justo antes de empezar la fase experimental y otra al final. Por tanto, en futuros disefios se podria
plantear un analisis mas detallado del transcurso de la actividad de ambos sistemas (simpatico-

adrenal y pituitario-adrenal) a lo largo de las diferentes fases.

2.3.Interrogantes pendientes y direcciones futuras

A pesar de que el uso de esta metodologia esta creciendo de forma sustancial en los tltimos afios,
quedan algunas cuestiones por desentrafiar. Por ejemplo, todavia es necesario aclarar el mecanismo
de incorporacién del cortisol en el pelo (Stalder and Kirschbaum, 2012). Igualmente se requiere
informacidon mas especifica sobre el grado en que esta hormona varia a lo largo del tallo del pelo
(Russell et al,, 2012). Por otra parte, tal como desarrollamos en el Capitulo 2, el efecto de factores
como el sexo, la edad y las influencias estacionales en el contenido de cortisol en esta matriz requiere
una mayor investigacion. En nuestro estudio de dicho capitulo no se hallé una influencia del sexo (P
= 0.56), la edad (P = 0.74), u otras variables ambientales, como la presencia de gatos (P = 0.51) o
perros (P =0.53) enla casaylaposibilidad de acceder al exterior (P = 0.13), sobre las concentraciones
de cortisol en pelo. Una revision de la bibliografia sobre este tema arrojo resultados inconsistentes,
encontrandose estudios coincidentes con el nuestro y otros que no. En cualquier caso, se recomienda
estandarizar todo lo posible los parametros individuales, ambientales y de manejo - que constituyen
posibles factores de confusiéon - en los protocolos de muestreo (Heimbiirge et al., 2019). Por otro
lado, la posible la influencia estacional en los niveles hormonales no fue considerada en nuestros
estudios. No obstante, el hecho de que encontremos trabajos en los que si se detect6 dicha influencia

(Roth et al, 2016) hace que sea conveniente tenerlo en cuenta. Por tltimo, también se han hallado
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resultados contradictorios en cuanto al efecto del color del pelo en las concentraciones de cortisol,
asf como con respecto a la localizacién anatémica de muestreo. En los estudios de los Capitulos 1y 2
decidimos estandarizarlo para todos los individuos, escogiendo la zona cervical en el caso de los
perros y la cara externa del muslo en los gatos. Por su parte, el color del pelo tuvo una influencia
significativa (P <0,0001) en el estudio del Capitulo 2, lo cual sugiere que es necesario considerarlo al
emplear esta metodologia, aunque actualmente se desconocen las causas que subyacen a esta posible

relacion.

En otro orden de ideas, se ha sugerido que el estrés cronico puede ser dificil de evaluar con los niveles
de glucocorticoides (Hennessy, 2013). Ademas, se advierte que las matrices como el pelo reflejan una
respuesta acumulativa que es consecuencia de una serie de exposiciones inespecificas (Liu and Doan,
2019). A este respecto, Liu y Doan (2019) remarcan también la idea de que el andlisis del cortisol en
las matrices acumulativas se produce dentro de un sistema dindmico que puede llegar en ocasiones
a habituarse. Cabe subrayar que en nuestros estudios los animales pudieron verse expuestos a
situaciones que alteraran en mayor o menor medida el eje HPA. Esto pudo afectar de forma mas
marcada en el caso del estudio del Capitulo 2, pues cada uno de los gatos vivia en un ambiente de
diferente complejidad fisica y social. En contraste, los beagles de nuestros estudios sobre el efecto de
la predictibilidad compartian el mismo entorno. Esta cuestion, unida a la complejidad de la fisiologia
del estrés y la variabilidad individual, enfatiza todavia mas la importancia de valorar multiples
parametros. Enfocado al campo del bienestar animal, Dawkins hace hincapié en el hecho de que no
existe una medida Unica de bienestar y recomienda la utilizacién de diferentes tipos de mediciones
(salud, comportamiento y fisiologia) (Dawkins, 2006). En esta misma linea, en un reciente
metaanalisis sobre la utilizacion del cortisol en pelo en humanos recomendaron complementar las
evaluaciones hormonales en esta matriz con medidas adicionales del funcionamiento del eje HPA.
Como sefialan los autores, la valoracion del cortisol en pelo representa la captura de un aspecto
concreto de la actividad endocrina, por lo que aconsejan emplearla como estrategia complementaria
dentro de un enfoque que incluya multiples metodologias (Stalder et al., 2017). Esto adquiere todavia
mas relevancia si tenemos en cuenta que el incremento de los niveles de cortisol puede estar
relacionado con situaciones no perjudiciales para el bienestar del individuo (Rushen, 1991; Broom
and Johnson, 1993; Lay, 2010; Otovic and Hutchinson, 2015). Con todo, hay que decir que es probable
que muchos otros parametros fisioldgicos reflejen principalmente excitacién, lo cual complica la
discriminacion del valor de ese estado de excitacion (Paul et al, 2005), que sera diferente en un
contexto defensivo con respecto a uno sexual, de caza o de juego. Relacionado con esto,

adelantabamos en la introduccién de la tesis que la amigdala también procesa estimulos apetitivos
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(Holland and Gallagher, 1999). Por ejemplo, se ha observado la implicacién de esta estructura en

comportamientos maternales, sexuales y los relacionados con la ingesta (LeDoux, 2012b).

En definitiva, teniendo en cuenta lo expuesto, en futuros disefios experimentales que compartan los
objetivos planteados en esta tesis podria proponerse la utilizacién de otros parametros, como las

medidas repetidas de cortisol fecal o salival a lo largo del estudio.

3. RELACION DEL ESTRES Y LOS PROBLEMAS DE COMPORTAMIENTO &
LIMITACIONES Y DIRECCIONES FUTURAS EN LAS INTERVENCIONES

3.1.Relacion del estrés y los problemas de comportamiento

Los animales domésticos estan expuestos a un entorno que puede ser desafiante, representando el
ambiente estructural y el social las principales fuentes de estrés. Comentamos en el Capitulo 2 que
los gatos son particularmente vulnerables alos cambios en el entorno, a los ambientes empobrecidos
y a las alteraciones en cuanto a las relaciones sociales con las personas y otros animales (Amat et al.,
2016). Enrelacion con esto, el estudio de los problemas de comportamiento en los que esta implicado
el estrés es fundamental. Entre otras cosas porque, tal y como desarrollamos con mas detalle en la
introduccidn de la tesis, el estrés puede contribuir al desarrollo de diferentes enfermedades (Enck,
1992; Virga, 2003; Cameron et al., 2004; Buffington et al., 2006; Defauw et al., 2011; Tanaka et al,,
2012). Ademas, los problemas de comportamiento constituyen un riesgo para el vinculo humano-
animal y representan una causa frecuente de abandono y eutanasia (Edney, 1998; Salman et al,,
2000). Por tales motivos, es necesario disponer de indicadores adecuados para evaluar de forma
cientifica el impacto del estrés en las especies domésticas con las que convivimos, asi como para
valorar su evolucion durante la aplicacidn de los protocolos de tratamiento. En este sentido, hoy por
hoy Unicamente se puede estimar de forma indirecta a través de ciertos indicadores de
comportamiento y de la valoracién subjetiva del propietario. A este respecto, el Capitulo 2 de la tesis
abordo la hipétesis sobre si los niveles de cortisol en pelo se reducian significativamente con las
estrategias terapéuticas aplicadas en un grupo de gatos con problemas relacionados con el estrés. En
nuestro caso no se obtuvieron resultados que sugiriesen que la valoraciéon de dichos niveles fuera un
método adecuado para analizar el éxito de estas estrategias. Referente a esto, en el segundo apartado

de esta discusion se han expuesto algunas de las razones que pueden explicar estos resultados.
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Por otra parte, muchas de las situaciones estresantes que pueden afectar a los animales domésticos
estan relacionadas con eventos impredecibles que ademas no pueden controlar (Wiepkema and
Koolhaas, 1993). A menudo se enfrentan a cambios en el grupo social y en el entorno fisico (Ohl et
al,, 2008), asf como a alteraciones de las rutinas y a la inconsistencia del manejo de los propietarios
(Luescher and Reisner, 2008; Arhant et al, 2010; Amat et al., 2016). Desde esta perspectiva,
encontramos varios ejemplos de problemas de comportamiento en los que la imprevisibilidad y la
ausencia de controlabilidad pueden jugar un papel fundamental, como es el caso de los problemas
relacionados con la separacion (Amat et al.,, 2014) y el de la reactividad hacia ruidos fuertes del tipo
fuegos artificiales y tormentas (Blackwell et al., 2013). Con el objetivo de encarar esta cuestion, en el
Capitulo 1 analizamos si el hecho de establecer predictibilidad conseguia reducir el efecto estresante
de un estimulo aversivo aplicado en perros de raza beagle. Contrariamente a nuestras expectativas,
no se pudo demostrar de forma clara esta cuestion, en parte debido a una serie de limitaciones
metodolodgicas que pudieron diluir la posible influencia de esta variable. También cabe sefialar que
en nuestros estudios los animales no disponian de opciones para dar respuestas activas durante el
estimulo aversivo que les permitiera escapar o evitarlo de algiin modo. En relacién con esto, en un
trabajo realizado en gatos que vivian en un entorno de laboratorio y que fueron sometidos a
condiciones diferentes de predictibilidad, encontraron que los animales que se escondian mas
tendian a tener niveles de cortisol mas bajos. A su vez, este comportamiento se incrementaba en
situaciones de estrés. Con lo cual, sus resultados sugerian que la accion de esconderse podia ser
importante para hacer frente a entornos cautivos de poco control y previsibilidad (Carlstead et al,,
1993). En este aspecto, en los ultimos afios ha habido un creciente interés con respecto a las
estrategias de afrontamiento activas como parte de las intervenciones en los problemas relacionados
con el estrés (Cain and LeDoux, 2007; Boeke et al., 2017). Teniendo en cuenta esto, en futuros disefios
se podria plantear la posibilidad de analizar los efectos del control y la predictibilidad por separado

y en combinacion utilizando varios grupos experimentales.

3.2.Experiencias tempranas y alteraciones de la conducta

En el Capitulo 1 se considero el efecto de los periodos sensibles en las respuestas defensivas. En este
sentido, se sabe que los comportamientos defensivos cambian a lo largo del desarrollo
(Wiedenmayer, 2009), adquiriendo especial relevancia la ontogenia temprana. De hecho, los déficits

de exposicion a determinados estimulos durante estos periodos pueden estar detras de numerosos
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problemas de comportamiento en los animales domésticos (Manteca, 2003; Beaver, 2009). En este
marco, el tipo de plasticidad mas relevante durante los periodos sensibles es la expectante de
experiencia (Greenough et al, 1987; Kolb et al, 2013). Esta es necesaria para la formaciéon y
estabilizacién de las conexiones sinapticas y de los circuitos cerebrales en base a un conjunto de
experiencias esperables en determinados periodos del desarrollo de una especie (Greenough et al.,
1987). Por ejemplo, entre los trabajos clasicos sobre esta cuestion destacan los que realizaron Wiesel
y Hubel en gatos con relacién al desarrollo de las areas visuales de la corteza cerebral (Wiesel and
Hubel, 1963). Estos investigadores encontraron que los animales privados de visiéon en etapas
tempranas mostraban después una contraccién de las columnas de dominancia relacionadas con el
ojo cerrado y a favor de una fuerte dominancia por parte del que permaneci6 abierto. Esto es, se
producia un desarrollo desigual de las columnas de dominancia ocular como resultado de la mayor
actividad de uno de los ojos. De esta manera, la visién del animal se veia comprometida de forma
permanente cuando un tiempo después se abria de nuevo el ojo ocluido. Por tanto, la falta de
estimulacién adecuada durante el periodo sensible de desarrollo visual - derivado de la deprivacion
monocular - provocaba un desarrollo anémalo de la corteza visual. Esto es debido a que fuera de
ciertos periodos concretos la plasticidad expectante de experiencia se reduce sensiblemente. En
otras palabras, mas alla de los periodos sensibles la influencia de estas mismas experiencias sera
mucho mas limitada. Con lo cual, resulta fundamental que los individuos se expongan a diferentes
experiencias para producir los cambios cerebrales esperados en los miembros de su especie. En
relacion con esto, teniendo en cuenta que en el caso de los humanos los periodos sensibles pueden
ser temporalmente diferentes segun el tipo de experiencia - estimulos auditivos (Lopez-Higes et al.,
2015), estimulos visuales (Liao et al., 2004) y lenguaje (Johnson and Newport, 1989; Kuhl, 2010),
entre otros - cabria preguntarse si el concepto de “socializaciéon” en etologia clinica es excesivamente

amplio, pues parece que abarcaria todo tipo de experiencias en unos tiempos muy delimitados.

Por otra parte, se sabe que el estrés materno y el postnatal temprano pueden modificar la reactividad
del individuo al estrés en el futuro (Weinstock, 2008; Del Giudice, 2012; Herpfer et al., 2012).
Encontramos un ejemplo impactante en humanos tras el ataque al World Trade Center de Nueva
York. Se hizo el seguimiento de un grupo de mujeres embarazadas que desarrollaron estrés
postraumatico a raiz del atentado y se encontraron niveles alterados de cortisol en los bebés que
dieron a luz (Yehuda et al,, 2005). Ademas, se hizo el seguimiento de estos nifios y se vio que a los
nueve meses tenfan una mayor propension al estrés provocado por ruidos fuertes, personas
desconocidas o alimentos nuevos (Brand et al, 2006). Por otro lado, también se sabe que las

variaciones en las interacciones materno-filiales durante estas etapas tempranas pueden modular
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una amplia variedad de comportamientos en la edad adulta, en parte debido a modificaciones que se
producen en eje HPA (Cameron et al, 2005). Entre estos comportamientos que pueden verse
influidos por la variacién en el cuidado maternal estan los defensivos (Champagne and Curley, 2005;

Diorio and Meaney, 2007; Champagne et al., 2008).

En definitiva, resulta fundamental garantizar la experiencia postnatal con el ambiente para un
desarrollo normal de los sentidos y del sistema nervioso de las especies domésticas con las que
convivimos. En concreto, teniendo en cuenta cémo la experiencia temprana puede moldear el
comportamiento defensivo de los animales, resulta obvia la recomendacién de evitar que los perros

y los gatos permanezcan en tiendas durante estos periodos tan determinantes.

3.3.Limitaciones y direcciones futuras en las intervenciones que reducen el estrés

En el Capitulo 3 planteamos dudas con respecto a una recomendacion que se suele dar cuando un
perro muestra respuestas defensivas en un contexto de amenaza, concretamente la de ignorar al
animal (Cracknell and Mills, 2008) “para no reforzar su miedo” (Lindsay, 2005; Levine, 2009;
Palestrini, 2009). Cabe sefialar que esta sugerencia no suele ir acompaifiada de estudios que avalen
su eficacia. En este sentido, en ocasiones se recurre de forma inconsciente a la experiencia personal
al dar ciertas recomendaciones (Overall, 2010). Por suerte el estudio del comportamiento animal ha
generado - y sigue generando - una ingente cantidad de informacién que permite adoptar un enfoque

basado en los datos.

Centrandonos en el tema que nos ataiie, se ha visto que el estrés puede tener un efecto en todas las
fases en las que se construye la memoria (codificacién, consolidaciéon, recuperaciéon y
reconsolidacion) (Schwabe et al,, 2012). Particularmente nos interesa su efecto sobre determinados
procesos que intervienen en las terapias de exposicion a estimulos que usamos de forma habitual,
como la extincién. En el Capitulo 1 sefialdbamos la importancia del contexto en las situaciones de
amenaza, llegando incluso a competir por el control de la propia conducta (Bouton, 2010). En este
marco, esta ampliamente estudiada la fragilidad del aprendizaje de extincién en cuanto a la relativa
facilidad con la que se pueden revertir sus efectos. Esto puede ocurrir por el simple paso del tiempo
(recuperacion espontanea), el regreso al contexto en el que se produjo la memoria original
(renovacidon) o la exposicion al estimulo incondicionado (restablecimiento) (Bouton, 2004; Bouton,

2014). Ademas, otro factor que puede ocasionar la recuperacion de las respuestas condicionadas es
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la exposicidn al estrés. Esto es, las situaciones estresantes — sobre todo si no estan relacionadas con
el aprendizaje original - pueden provocar recuperacion espontanea de las respuestas tras haberse
desarrollado un procedimiento de extincién, tanto en personas (Raio et al,, 2014), como en otros
animales (Deschaux et al., 2013). Por ejemplo, Jacobs y Nadel reportaron la reaparicién de fobias
tratadas con éxito tras eventos estresantes no relacionados con dichas fobias, como un accidente de
trafico o la muerte de un familiar (Jacobs and Nadel, 1985). No obstante, cabe indicar que los efectos
de las hormonas liberadas durante el estrés sobre la extincidn son complejos e incluso pueden llegar
a ser opuestos segun la fase de aprendizaje a la que afecten (Rodrigues et al.,, 2009). En cualquier
caso, este efecto del estrés en la recuperacién de la memoria de extincién puede suponer una
limitacién importante en las estrategias de tratamiento empleadas. Por tal motivo, en los trabajos
que incluyen este procedimiento se recomienda realizar las exposiciones en diferentes situaciones y

momentos del dia e incluso en presencia y ausencia de determinadas personas (LeDoux, 2015).

Por otra parte, existe un enfoque relativamente novedoso que puede ser de ayuda en el contexto de
los problemas defensivos y del que todavia no se ha debatido dentro de la etologia clinica: la
reconsolidacién de la memoria (Nader et al., 2000). Hasta hace unos afios se creia que las memorias
ya consolidadas permanecian estables de forma permanente. Sin embargo, ahora se sabe que una
memoria consolidada puede atravesar periodos de labilidad en los que puede ser modificada (Lee,
2010; De Oliveira Alvares et al., 2013). Esta ventana de plasticidad sinaptica ha sido evidenciada en
numerosas especies y paradigmas comportamentales - el aprendizaje espacial, la aversién al sabor,
las habilidades motrices y el condicionamiento de amenaza, entre otros -, asi como aplicando
diferentes tratamientos (Nader and Einarsson, 2010). En humanos la investigacion se ha focalizado
en desarrollar protocolos de tratamiento de diferentes psicopatologias, como el estrés postraumatico
(Brunet et al., 2011), la adiccién a drogas (Xue et al., 2012) y las fobias (Soeter and Kindt, 2015). En
nuestro contexto particular posiblemente el efecto que nos podria interesar en mayor medida es el
de debilitar memorias no adaptativas. Aunque todavia hoy existe un gran debate sobre cuan efectiva
podra ser la reconsolidacién en los entornos clinicos, mereceria la pena que se explorara también

desde nuestro campo, pues las posibles aplicaciones son numerosas.
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4. PARAMETROS CONDUCTUALES & FISIOLOGICOS COMO REFLEJO DE
LOS ESTADOS EMOCIONALES

4.1. Concepciones clasicas de las emociones versus teorias constructivistas

Retomando la discusién del primer apartado, influyentes investigadores de la etologia clinica llevan
tiempo instando a que se eliminen las etiquetas sesgadas social o culturalmente y a que se refinen los
descriptores empleados (Overall, 2014a). En este marco, en el Capitulo 3 sefialdbamos un
renacimiento del antropomorfismo en las dltimas décadas (Wynne, 2007) que ha llevado a sesgos
sustanciales en los estudios con animales (Povinelli, 2004) y a la utilizacién de metodologias menos
rigurosas (Heyes, 2008; Povinelli et al., 2000). En esta linea, plantedbamos las consecuencias que

pueden acarrear este tipo de atribuciones en el contexto doméstico.

El lenguaje asociado a las emociones incluye innumerables palabras. Frente a esta terminologia
exuberante la reaccion por parte de los investigadores fue (y para algunos sigue siendo) tratar de
condensar la lista en unas pocas emociones primarias (Lang and Davis, 2006). Darwin fue quien inici6
tiempo atras los estudios sobre expresion facial (Darwin, 1872). Y aunque otros investigadores como
Landis (1929), Schlosberg (1954) y Tomkins (1962) profundizaron en el caracter transcultural y
universal de las emociones, fueron Izard (1992, 2007) y Ekman (1977, 1999) quienes popularizaron
el concepto de las emociones basicas o primarias, siendo especialmente influyente el trabajo de este
ultimo. Ambos identificaron seis emociones basicas: alegria, ira, miedo, sorpresa, asco y tristeza. En
general, los partidarios de esta teoria proponen que las emociones primarias se agrupan dentro de
un hipotético médulo neural que desencadena respuestas conductuales y fisioldgicas, asi como los
sentimientos correspondientes, al activarse mediante un estimulo apropiado (LeDoux, 2019). Dicho
de otro modo, es como si llevaramos incorporadas estas emociones desde el nacimiento. Aunque la
lista de emociones de Ekman es el ejemplo canénico, han surgido diferentes teorias contemporaneas
reconociendo un nimero variable de estas. Por ejemplo, Plutchik desarrollé una teoria en la que
incluia ocho emociones basicas (miedo, ira, alegria, tristeza, aceptacion, disgusto, anticipacién y
sorpresa) y otras tantas emociones avanzadas compuestas de las primeras (Plutchik, 1980, 2001).
Por su parte, un estudio reciente sugiri6 que eran mas bien cuatro (Jack et al, 2014). Este es
precisamente uno de los argumentos en contra de la concepcién clasica, pues las diferentes teorias
proponen diferentes emociones, tanto en nimero como en nombres para definirlas. Ademas, se han

puesto en duda los métodos utilizados habitualmente para identificarlas. En concreto, se cuestiona
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el uso de la eleccion forzada de la emocién expresada en una cara de una lista corta de etiquetas en
lugar de emplear el libre etiquetado (Russell, 1994). En este aspecto, hace unos afios Barrett
cuestion6 directamente la idea de que el cerebro humano haya conservado evolutivamente circuitos
neuronales para las emociones primarias. La investigadora propone que las llamadas emociones
basicas son en realidad conceptos psicolégicamente construidos que se etiquetan con palabras
aprendidas de nuestra cultura (Barrett, 2006; Barrett, 2007). De forma similar, para LeDoux las
emociones consistirian en evaluaciones cognitivas de situaciones que afectan el bienestar personal,
por lo que requeririan procesos cognitivos complejos y autoconsciencia (LeDoux, 2019). En el caso
que nos ocupa, la concepcién clasica considera el miedo como una emocién basica universal. Sin
embargo, segin el enfoque que desarrollamos en el Capitulo 3, el miedo no seria algo que se desatara
desde un circuito innato. Serfa mas bien un estado consciente derivado de una interpretacion
cognitiva basada en parte en componentes no conscientes (LeDoux, 2015). En palabras del propio
LeDoux: “aunque se suele decir que el miedo es universal, lo que es universal es el peligro” (Mobbs

etal, 2019).

La integracion de la teoria de las emociones basicas en el imaginario popular ha llevado a un enredo
conceptual en torno al miedo y a la ansiedad. Especificamente se ha mezclado la existencia de
sistemas innatos encargados de detectar y responder a estimulos significativos con sistemas cuya
funcion es la de dar lugar a los sentimientos conscientes (LeDoux, 2015). A este respecto, el cerebro
estd preparado para identificar los estimulos relevantes para la supervivencia y reaccionar ante
situaciones de peligro real o anticipado. Esta reacciéon en humanos va acompafiada de estados
subjetivos. En el caso del resto de los animales, algunos utilizan operaciones cognitivas complejas
para guiar su comportamiento (Dickinson, 2012), pero la pregunta clave esté en si tienen consciencia
de esos estados mentales. En este sentido, vimos en el Capitulo 3 que la palabra miedo en ocasiones
hace referencia al sentimiento (la experiencia consciente), otras veces a las respuestas fisiolégicas y
conductuales, por momentos se refiere a la motivacion para realizar respuestas instrumentales y en
otras ocasiones a las evaluaciones cognitivas (LeDoux, 2019). O incluso a todo junto. Si uno se
adscribe a las teorias clasicas y acepta que el miedo y la ansiedad son emociones basicas conservadas
alo largo de la evolucion, lo esperable es que acabe pensando que la evaluacion de las respuestas de
los animales en contextos desafiantes esti necesariamente asociada a estas emociones. De hecho, a
pesar de que hoy por hoy no se pueden demostrar que las experiencias sean similares a las de los
humanos, se asume por analogia que los patrones de comportamiento y fisiol6gicos de los animales
en contextos de amenaza indican miedo o ansiedad. Por ejemplo, si se observa a un perro o a un gato

exhibiendo freezing es frecuente que se acabe concluyendo que ese individuo tiene miedo. Pero a
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diferencia de los patrones de comportamiento, los procesos cognitivos no pueden observarse
directamente. Son inferencias del comportamiento y ya comentamos en el Capitulo 3 que la
especulacién es demasiado facil de generar desde una perspectiva antropomorfica (Shettleworth,
2010). Por tanto, al vincular la congelacién o la inhibicién conductual a palabras como el miedo o la
ansiedad inevitablemente se enreda el significado de estos comportamientos con el de los estados
subjetivos. De esta forma, se asigna al sentimiento de miedo la responsabilidad de las respuestas de
defensa provocadas por las amenazas (LeDoux, 2015). En este aspecto, conviene seflalar que existen
numerosos mecanismos cognitivos no conscientes importantes incluso para explicar gran parte del
comportamiento humano (Shettleworth, 2010). Concretamente, se ha visto que en personas
expuestas a estimulos subliminales de los que no son conscientes se activan los circuitos
subcorticales de defensa que implican a la amigdala, generandose ademas respuestas fisiolégicas
asociadas. En estas situaciones los participantes no son capaces de informar sobre ningln
sentimiento de miedo a pesar de las respuestas detectadas, por lo que no parece que la experiencia

del miedo las estuviera impulsando (Mobbs et al.,, 2019).

4.2.Importancia de una terminologia precisa que permita discriminar entre los
diferentes procesos que se dan en los contextos defensivos

Mas alla del enfrentamiento de las teorias clasicas y constructivistas de las emociones, todavia hoy
existe desacuerdo sobre la manera de definir e investigar el miedo. Sobre este punto, el articulo de
Dean Mobbs y colaboradores ofrece una oportunidad tnica para comparar las distintas visiones de
varios de los principales expertos en el campo de la neurociencia afectiva (Mobbs et al,, 2019). Con
todo, para entender como surgen las experiencias emocionales es necesario conocer el papel de los
diferentes circuitos que pueden participar. En relacion con esto, LeDoux propone un modelo con un
fuerte componente evolutivo describiendo una serie de circuitos neuronales muy conservados entre
los mamiferos y fundamentales para enfrentar los desafios vitales. Estos circuitos de supervivencia
- que incluirfan al menos los involucrados en la defensa, en el equilibrio de fluidos, en el
mantenimiento de suministros energéticos, en la reproduccién y en la termorregulacién - no se
encargarian de generar emociones conscientes, sino de controlar las respuestas conductuales y
fisiolégicas (LeDoux, 2012a). Al observar a un animal congelarse, huir, aparearse, comer o beber es
facil acabar proyectando nuestras propias experiencias y describir estas actividades como una

expresion de estados conscientes, como sentir miedo o placer sexual, asi como tener hambre o sed
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(LeDoux, 2019). El propio Tinbergen apunté a que la atribucién del hambre, el miedo y otros estados
mentales a los animales es una mera conjetura (Tinbergen, 1951). Entonces, en este enfoque, el
miedo seria la evaluacidn cognitiva de que uno esta en peligro. En palabras de LeDoux y Hofmann:
“dicha evaluacion podria surgir de la actividad en cualquier circuito de supervivencia (miedo a morir
de hambre, a la deshidrataciéon, a la hipotermia, al aislamiento reproductivo, etc.) o por
preocupaciones existenciales (como el miedo a la eventualidad de la muerte o la falta de sentido de
la vida de uno mismo), ademas de los peligros relacionados con la actividad del circuito defensivo de

supervivencia” (LeDoux and Hofmann, 2018).

En este mismo orden de ideas, hemos comentado en otro apartado de esta discusiéon que tanto el
sistema simpatico-adrenal como el pituitario-adrenal responden al procesamiento de amenazas en
la amigdala. Pero la activacién de los circuitos de defensa no solo desencadena la respuesta fisiologica
asociada, sino que también cambia la forma en la que se procesa la informacién a nivel cortical.
Concretamente, a través de las numerosas conexiones de la amigdala con diferentes estructuras se
incrementa la excitacion cerebral, se aumenta la atencidn y el procesamiento sensorial, se afectan
dreas relacionadas con la memoria y se generan una serie de reacciones innatas, asi como
comportamientos instrumentales (LeDoux, 2019). Todos ellos son procesos no emocionales que
existen en el cerebro por otros motivos, pero que generan sentimientos cuando se unen en la
consciencia (LeDoux, 2015). Por consiguiente, el sentimiento consciente que se experimentaria en
esas situaciones seria solo una de las consecuencias de los estimulos o situaciones a las que nos

vamos enfrentando.

Por ende, con el objetivo de evitar la nebulosa terminolégica que hay en torno al miedo y la ansiedad,
LeDoux y Pine proponen usar estas palabras de forma exclusiva para los estados mentales
relacionados con experiencias humanas. Asimismo, instan a hacer una distincion clara entre ambos
conceptos. De esta manera, el término miedo deberia utilizarse para describir los sentimientos que
ocurren ante amenazas inmediatas o inminentes y la palabra ansiedad para cuando estas son
inciertas o distales en el tiempo o espacio (LeDoux and Pine, 2016). Para el resto de los animales
plantean cambiar la terminologia en un intento de evitar el solapamiento entre los mecanismos que
subyacen a la sensacion consciente de los que detectan y responden a los peligros. De tal forma que
en lugar de condicionamiento del miedo sugieren hablar de condicionamiento de amenaza o decir
respuestas de defensa en lugar de respuestas de miedo. Amenaza y defensa no son términos
derivados especificamente de la experiencia subjetiva humana, por lo que al utilizarlos se evitarian

ambigiiedades.
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4.3. Aproximacion del debate a la ciencia del bienestar y a la etologia clinica

Cabe destacar que este debate ya se ha trasladado a otras areas fuera de la neurociencia afectiva. En
el campo del bienestar de los animales domésticos no es raro encontrar estudios en los que se inste
a utilizar mediciones que teéricamente aportan informacion sobre el estado emocional del individuo
(Paul et al.,, 2005; Kiddie and Collins, 2014; Polgar et al,, 2019). A pesar de ello, Dawkins - una
investigadora prominente de este campo - propuso no incluir las experiencias conscientes en la
definiciéon de bienestar y basarse Unicamente en criterios observables que hoy por hoy puedan
valorarse de forma cientifica (Dawkins, 2017). En concreto incluye dos criterios: la salud fisica y dar
a los animales lo que quieren en cuanto a sus necesidades y preferencias. En este aspecto, en los
ultimos afios han surgido diferentes trabajos que han analizado dichas necesidades a nivel ambiental
en perros (Doring et al.,, 2016a, 2016b) y en gatos (Pachel and Neilson, 2010), asi como a nivel social
(Kwok et al,, 2016). Puede que esta linea de investigacidn arroje conclusiones mas claras y aplicables

con respecto al bienestar de los animales.

Por otra parte, viendo el caos terminoldgico que anega el campo de la etologia clinica parece
importante acercar también el debate a esta area. En cualquier caso, realmente la medicina del
comportamiento no es ajena a este tipo de discusiones en torno al uso de determinadas etiquetas.
Por ejemplo, la controversia sobre el empleo de la palabra dominancia lleva afios instalada en nuestro
campo (Bradshaw et al,, 2009; Schilder et al.,, 2014; Bradshaw et al,, 2015). En tal sentido, Westgarth
hace una exposicion muy clara con respecto al debate actual (Westgarth, 2016). Por su parte, Overall
plantea una serie de preguntas interesantes que deberian responderse antes de decidir emplear este
término (Overall, 2014c) y que ademas podrian extenderse a muchos otros conceptos. De hecho,
dichas preguntas coinciden parcialmente con algunas de las cuestiones que LeDoux sugiere que

habria que plantearse al definir y utilizar la palabra miedo (LeDoux, 2017).
En definitiva, teniendo en cuenta lo expuesto, es fundamental ir con especial cautela a la hora de

pretender extrapolar los resultados de las medidas comportamentales y fisiol6gicas que podamos

recabar en los estudios con animales a posibles experiencias conscientes.
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Conclusiones

La investigacion realizada a lo largo de esta tesis nos permitié llegar a las siguientes conclusiones:

Objetivo especifico 1:

Examinar las respuestas conductuales y fisiolégicas de los perros inducidas por la exposicion a una

situacién estresante basada en la aplicacién de un estimulo sonoro intenso de manera repetida.

Conclusion 1: La dependencia de solo medidas conductuales puede arrojar resultados ambiguos o
inespecificos, lo que complica su interpretaciéon. Por tanto, es recomendable combinar los

parametros de comportamiento con valoraciones fisiolégicas que permitan un andlisis mas claro.

Objetivo especifico 2:

Evaluar el efecto de la predictibilidad sobre las respuestas defensivas comportamentales y fisiolégicas

consecuencia del estrés derivado de la aplicacién de un estimulo aversivo.

Conclusion 2: Los estudios que investigan los efectos de la predictibilidad sobre las respuestas
conductuales y fisioldgicas pueden ser complejos a nivel experimental. En este sentido, es facil que
se produzca una adaptacion en los modelos de estrés cronico que utilizan estimulos aversivos agudos
e intermitentes. Ademas, la predictibilidad es un concepto con miultiples dimensiones cuya

manipulaciéon en mayor o menor medida puede condicionar los resultados obtenidos.

Objetivo especifico 3:

Analizar la influencia de una serie de factores individuales y ambientales en la concentracion de cortisol

en el pelo.

Conclusion 3: En el caso de la presente tesis el color del pelo tuvo una influencia significativa, lo cual
sugiere que es necesario considerarlo. Por su parte, el analisis de la concentracién de cortisol y de las
caracteristicas individuales de los animales, tales como la edad y el sexo, asi como de la composicion
del grupo social y de las condiciones de alojamiento, no reflejé una relacion significativa. Sin embargo,

unarevision de la bibliografia respecto a este tema arrojo resultados completamente contradictorios.
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Objetivo especifico 4:

Estudiar las diferencias en los niveles de cortisol en pelo entre individuos que muestran cambios de

comportamiento relacionados con el estrés en comparacién con aquellos que no los presentan.

Conclusion 4: Los niveles de cortisol en pelo podrian reflejar las diferencias entre individuos que
muestran cambios de comportamiento relacionados con el estrés en comparaciéon con aquellos que

no los presentan, pero se necesita una mayor investigacion al respecto.

Objetivo especifico 5:

Valorar el uso potencial de la determinacién del cortisol en pelo para evaluar el éxito de las estrategias

dirigidas a reducir el estrés dentro de los protocolos de tratamiento habituales.

Conclusion 5: La valoraciéon de los niveles de cortisol en pelo no parece que represente un método
adecuado para analizar el éxito de las intervenciones habitualmente utilizadas para reducir el estrés

en los gatos dentro del contexto de los problemas de comportamiento.

Objetivo especifico 6:

Revisar la terminologia empleada en la ciencia del comportamiento animal y en la etologia clinica y
plantear las consecuencias que se pueden generar como consecuencia de la extendida presencia del

antropomorfismo en estas dreas.

Conclusion 6.1: La ciencia del comportamiento y la etologia clinica sufren una importante falta de
estandarizacién. Por un lado, hay una gran variabilidad en los parametros de comportamiento
utilizados dentro de los contextos defensivos, lo cual no facilita la comparacién entre trabajos. Por
otro lado, incluso dentro de los mismos parametros se manejan definiciones diferentes, como, por
ejemplo, en el caso del freezing. Ademas, concretamente el uso en la bibliografia revisada de los

términos miedo y ansiedad es muy inconsistente.
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Conclusiones

Conclusiéon 6.2: Gran parte de la terminologia empleada incorpora interpretaciones del
comportamiento en lugar de ser meros descriptores. Asimismo, muchas de las palabras forman parte
del lenguaje vulgar. Esto, sumado al fuerte antropomorfismo que existe en la ciencia del
comportamiento animal, facilita la extrapolacion de los resultados de las medidas comportamentales
y fisiologicas a posibles experiencias conscientes. Este tipo de atribuciones no favorece precisamente
el avance en la ciencia del bienestar animal y puede conllevar riesgos en cuanto a la convivencia con

los animales domésticos.

Conclusion 6.3: Es importante no precipitarse en las conclusiones al analizar el comportamiento de
los animales. En este aspecto, conviene valorar siempre la posibilidad de explicaciones alternativas
que impliquen procesos cognitivos diferentes a los que por defecto parecemos otorgarles por

analogia con el comportamiento humano.
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