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en mamíferos silvestres
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Abstract

Glucocorticoid evaluation from samples obtained by non-invasive means has opened the pos-
sibility of carrying out these determinations in different species of wild mammals, facilitating 
studies on stress and the impact produced by different stimuli. A proportion of steroid hor-
mones can appear in saliva and they are all metabolized to be eliminated through urine or 
feces, generally as conjugated or as non-conjugated metabolites, respectively. Nevertheless, 
the route of excretion and the type of metabolites could change depending on the species, 
making it necessary to validate the test in each case. The assessment of these steroids could 
be done through immunoanalysis tests such as radioimmunoassay (RIA), enzyme immuno-
assay (EIA) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). This longitudinal evaluation 
has been used to evaluate the impact of different types of management, the introduction of 
new animals, environmental manipulation, transport, translocation, veterinary procedures and 
assisted reproduction techniques.

Key words: CORTISOL, URINE, FECES, SALIVA, ADRENOCORTICAL EVALUATION, 
WILD MAMMALS.

Resumen

La evaluación de glucocorticoides a partir de muestras obtenidas en forma no invasiva ha 
abierto la posibilidad de llevar a cabo estas determinaciones en las especies de mamíferos 
silvestres, lo cual ha facilitado los estudios sobre estrés y el impacto de diferentes estímulos. 
Una proporción de las hormonas esteroides puede aparecer en la saliva y todas se metabolizan 
para ser eliminadas a través de la orina y las heces. Los metabolitos que aparecen en la orina 
son generalmente conjugados, a diferencia de los de las heces; sin embargo, la ruta de excre-
ción y el tipo de metabolitos presentes varía considerablemente entre especies, por lo que es 
necesario estandarizar la prueba en cada caso. La evaluación de estos esteroides se realiza a 
través de pruebas de inmunoanálisis como el radioinmunoanálisis (RIA), enzimainmunoanálisis 
(EIA) y pruebas inmunoabsorbentes de unión enzimática (ELISA). Esta evaluación longitudi-
nal se ha utilizado para valorar respuestas a cambios en el tipo de manejo, la introducción de 
nuevos animales, manipulaciones ambientales, transporte, reubicación, procedimientos vete-
rinarios o de reproducción asistida. 

Palabras clave: CORTISOL, ORINA, HECES, SALIVA, EVALUACIÓN ADRENOCORTICAL, 
MAMÍFEROS SILVESTRES.
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Introduction

Measurement of the negative impact that dif-
ferent factors can have on the homeostasis 
of animals has widespread application in 

conservation biology, wild animal handling behav-
ioral ecology, animal wellness and biomedicine. In 
animals that are confi ned it has been used to evaluate 
veterinary procedures and anesthetic handling, the 
impact of different types of facilities or environment 
enrichment practices, and even in assisted reproduc-
tion techniques, with the advantage that obtaining 
urine or fecal samples can be relatively easy. In free 
range animals it has been proposed as a tool to assess 
relocation processes, reintroductions, and aggressive 
interactions and even to identify populations that are 
vulnerable to human impact or to severe environmen-
tal conditions such as drought, El Niño events, etc. 
These protocols could also identify populations that 
are already subject to stress and that could rapidly 
decline when confronted with negative stimuli.1-3

Although there is no precise defi nition, stress 
generally refers to a variety of responses to internal 
or external stimuli (stressors) that modify the home-
ostasis of an individual. This stimuli can be physical, 
physiological, behavioral or psychological factors.4-7 

The duration of the stimulus, more than its intensity, 
is what seems to differentiate its impact because if a 
stimulus is prolonged it is generally considered to be 
negative, and whenever it is brief and does not repeat 
itself it is considered to be positive.8,9

When a stimulus acts on the senses of the animal, 
the afferent peripheral nervous system receives it and 
carries it to the sensitive areas of the central nervous 
system (CNS). When confronted with this stimulus 
the animal organizes a response that is focused on 
decreasing its impact through the autonomous nerv-
ous system and neuroendocrine activity. The stimu-
lation of the sympathetic part of the autonomous 
nervous system causes the secretion of catecholamines 
from the adrenal cortex.  Neuroendocrine activity 
elicits the response of the hypothalamus-hypophy-
sis-adrenal cortex (HHA) that begins with the secre-
tion of the corticotrophin releasing hormone (CRH) 
by the hypothalamus. This hormone stimulates the 
anterior part of the hypophysis to secrete the adren-
ocorticotropin hormone (ACTH), which induces the 
secretion of glucocorticoids from the adrenal cortex. 
These steroids affect the metabolism of carbohy-
drates, proteins and lipids, as well as other responses. 
Once the organism has responded to the stimulus, a 
negative feedback is activated; the blood levels of cor-
tisol stop the release of ACTH by the hypophysis and 
CRH from the hypothalamus ceasing the secretion of 
catecholamines.4-6, 10-12

Introducción

La medición del impacto negativo que pueden 
tener diferentes factores sobre la homeostasis 
animal tiene amplia aplicación en la biología 

de la conservación, manejo de fauna silvestre, ecolo-
gía conductual, bienestar animal y biomedicina. En 
animales mantenidos en cautiverio se ha utilizado 
para evaluar procedimientos veterinarios y manejos 
anestésicos, el impacto de diferentes tipos de ins-
talaciones o prácticas de enriquecimiento ambien-
tal, e incluso de técnicas de reproducción asistida; 
con la ventaja de que obtener muestras de orina o 
heces puede ser relativamente sencillo. En anima-
les de vida libre se ha propuesto como herramienta 
para evaluar procedimientos de reubicación, rein-
troducción, interacciones agresivas e incluso para 
identifi car poblaciones vulnerables a los impac-
tos humanos, o a condiciones ambientales severas 
como sequía, eventos del Niño, etc. Estos protocolos 
podrían incluso identifi car poblaciones que ya estén 
sometidas a estrés y que podrían declinar rápida-
mente al tener que enfrentarse a nuevos estímulos 
negativos.1-3

Aunque no existe defi nición precisa, gen-
eralmente el estrés se refi ere a una variedad de 
respuestas frente a estímulos (estresores) internos 
o externos, que modifi can la homeostasis de un 
individuo. Estos estímulos pueden ser factores físi-
cos, fi siológicos, conductuales o psicológicos.4-7 La 
duración del estímulo, más que su intensidad, es 
lo que parece diferenciar su impacto, ya que si el 
estímulo es prolongado, generalmente se considera 
negativo, y cuando es breve y no se repite, se consid-
era positivo.8,9

Cuando un estímulo actúa sobre los sentidos 
del animal, el sistema nervioso periférico aferente 
lo recibe y lo lleva a las áreas sensitivas del sis-
tema nervioso central (SNC). Ante este estímulo, el 
animal organiza una respuesta que va enfocada a 
disminuir su impacto, a través del sistema nervioso 
autónomo y actividad neuroendocrina. La estimu-
lación de la parte simpática del sistema nervioso 
autónomo provoca la secreción de catecolaminas a 
partir de la médula adrenal. La actividad neuroen-
docrina activa la respuesta del eje hipotálamo-hipó-
fi sis-corteza adrenal (HHA), que empieza con la 
secreción de hormona liberadora de corticotropina 
(CRH) por el hipotálamo. Ésta, a su vez, estimula a 
la hipófi sis anterior para secretar hormona adeno-
corticotrópica (ACTH), que induce la secreción de 
glucocorticoides de la corteza adrenal. Estos ester-
oides afectan el metabolismo de carbohidratos, 
proteínas y lípidos, además de otros efectos. Una 
vez que el organismo ha respondido al estímulo, se 
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The glucocorticoids have at least two modes of 
action on the CNS. One is associated with the percep-
tion and coordination of the circadian cycles of food 
intake and sleep. The other is necessary in metabolic 
and stress processes.13 A great variety of specifi c and 
unspecifi c stimuli can increase cortisol levels: trauma, 
fear, intense cold or heat, electrical shock, handling, 
capture, anesthesia, surgery, transport, disease, exer-
cise, a new environment, pregnancy, constant noise, 
aggression, mother-offspring separation and many 
more.14,15

A single measurement of the glucocorticoid levels 
in plasma, saliva or urine provides little informa-
tion on the wellness level of an individual. Even if 
the measurement is done in such a way that obtain-
ing the sample does not activate a stress response in 
the animal, the level can be affected by the circadian 
rhythms of the glucocorticoid activity. In light of this, 
it is necessary to assess several regularly obtained 
samples during a period of several hours or days in 
order to compare the wellness levels of the animals 
that are kept in different conditions or subject to 
diverse stimuli.15-16

Furthermore, even when an increase in the con-
centration of glucocorticoids can represent a sensible 
index to assess the intensity of the lack of wellness 
experienced by the animal as a response to a stressor, 
one must remember that the adrenal cortex does not 
respond in the same way to all of the chronic adverse 
stimuli because the animals could be habituated to 
the stimulus and the feedback mechanism tends to 
decrease hormone levels.17-19 Also, the sensibility to 
these stimuli can change with the time of year, body 
condition and reproductive state of the animal.2,20 
For this reason, besides assessing the glucocorticoid 
level it is necessary to combine it with the results of 
other wellness indicators.13,15,16

Cortisol metabolism

In the majority of mammals the main glucocorticoid 
is cortisol, although in some rodent species such as 
the rat (Rattus norvegicus) it is known that it is the 
corticosterone.7,21

Cortisol and other corticosteroids are freely trans-
ported in the blood stream or sometimes conjugated 
with specifi c globulins such as the transcortin. Its 
catabolism is carried out mainly in the liver, although 
it also occurs in the kidney, connective tissue, fi brob-
lasts and muscle.22 the glucocorticoids are rapidly 
eliminated from circulation and their mean life is 80 
to 120 minutes.23-25

Following their catabolism in the liver, steroids 
are eliminated through urine or bile as conjugates. 
In the intestine these metabolites can be reabsorbed 

activa una respuesta de retroalimentación negativa, 
que consiste en que los niveles sanguíneos de corti-
sol provocan que deje de secretarse ACTH de hipó-
fi sis y CRH de hipotálamo, lo que, a su vez, produce 
que dejen de secretarse catecolaminas.4-6,10-12

Los glucocorticoides tienen por lo menos dos 
modos de acción en el SNC. Uno está asociado con 
la percepción y coordinación de los ciclos circadi-
anos de consumo de alimento y sueño. El otro es 
necesario en procesos metabólicos y de estrés.13 Una 
gran variedad de estímulos específi cos e inespecí-
fi cos pueden aumentar el cortisol: trauma-tismos, 
miedo, calor o frío intensos, choque eléctrico, 
manejo, contención, anestesia, cirugía, transporte, 
enfermedades, ejercicio, ambiente nuevo, gestación, 
ruido constante, agresión, separación madre-cría y 
otros más.14,15 

Una sola medición de los niveles de glucocorti-
coides en plasma, saliva u orina proporciona muy 
poca información acerca del nivel de bienestar de un 
individuo. Aun si la medición se hace de tal manera 
que la obtención de la muestra no provoque la acti-
vación de la respuesta de estrés en el animal, el nivel 
puede verse afectado por los ritmos circadianos en 
la actividad de los glucocorticoides. Debido a esto, 
es necesario evaluar varias muestras obtenidas de 
manera regular, en un periodo de horas o días, 
para comparar el nivel de bienestar de los animales 
mantenidos en diferentes condiciones o sometidos a 
diversos estímulos.15,16 

Además, aun cuando un incremento en la con-
centración de glucocorticoides puede representar 
un índice sensible para evaluar la intensidad en 
la falta de bienestar experimentado por el animal 
como respuesta a un estresor, debe recordarse que 
la corteza adrenal no responde a todos los estímulos 
adversos crónicos siempre de la misma manera, ya 
que los animales pueden habituarse al estímulo y el 
mecanismo de retroalimentación tiende a disminuir 
los valores hormonales.17-19 Asimismo, la sensibilidad 
a estos estímulos puede cambiar con la época del 
año, la condición corporal y el estado reproductivo 
del animal.2,20 Por esta razón, además de evaluar el 
nivel de glucocorticoides, es necesario combinarlo 
con los resultados de otros indicadores del nivel de 
bienestar.13,15,16

Metabolismo del cortisol

En la mayoría de los mamíferos el principal gluco-
cor-ticoide es el cortisol, aunque en algunas especies 
de roedores, como la rata (Rattus norvegicus), se sabe 
que es la corticosterona.7,21

El cortisol y otros corticosteroides son trans-
por- tados en la sangre de manera libre o unidos a 
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by the enterohepatic circulation, separated by bac-
teria and eliminated through feces. In general, the 
fi nal metabolites that appear in urine are conjugated 
while those that appear in feces are not. Only a small 
portion of free steroids in blood is secreted through 
the large intestine wall, which allows the fi nding of a 
small portion of the original non-conjugated steroid 
in urine or feces.22,26

Liver metabolism of cortisol has not been described 
in all species; nevertheless, it is known that in the 
rabbit (Oryctolagus cuniculus),27 rat (Rattus norvegicus), 
mouse (Mus musculus),28 guinea pig (Cavia porcellus),29 
sheep (Ovis aries)30 and domestic cat (Felis catus) it can 
include oxidation in C-11, oxidation or reduction in 
C-20 and C-21, which can produce 20-oxo and 21-
oico acids, reduction of the A ring or elimination of 
the lateral branch in order to form a ketone group in 
C-17.22

It is not possible to predict the type of metabolism 
that will predominate in any given species; for exam-
ple among primates cortisol is present in feces of 
marmosets (Saguinus sp and Callithrix sp), but it has 
not been detected in baboons (Papio sp), macaques 
(Macaca sp) and chimpanzees (Pan troglodytes).3,32 

Chimpanzees and humans metabolize cortisol mainly 
to tetra-hydroxylated steroids and to a lesser degree 
cortolic and cortolonic acids. Baboons carry out a 20ß 
reduction and eliminate the lateral chain thus pro-
ducing two C-21 metabolites,27 while the macaques 
produce 11,17-dioxoandrostanes. 

Due to the aforementioned, it is necessary to iden-
tify the most important excretion route in the species 
of interest, as well as the type and proportion of the 
metabolites present in the sample. For this, radioac-
tively labeled cortisol (14-C or 3H) is administered 
and then chromatography and immunoassay tech-
niques are carried out.3,34 The differences, specifi c 
to each species in steroid metabolism, and the action 
of intestinal microfl ora make feces and urine contain 
multiple metabolites with a small amount of pure cor-
tisol. As a consequence, the tests that use very specifi c 
cortisol antibodies can give relatively low results.3

Finally, quantifi cation of the hormone or its 
metabolites present in the sample is done though 
radioimmunoassay (RIA), enzyme-linked immuno-
assay (EIA) and enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA).3

Validation of the cortisol assessment 

The most important step to ensure the effectiveness 
of the adrenal glucocorticoid assessment system from 
saliva, urine or fecal samples consists in establish-
ing the physiological importance of the components 
that are being assessed. Validation through a dosage-

globulinas específi cas como la transcortina. Su cata-
bolismo se lleva a cabo principalmente en el hígado, 
aunque también ocurre en riñón, tejido conectivo, 
fi broblastos y músculo.22 Los glucocorticoides son 
rápidamente eliminados de la circulación y la vida 
media es de 80 a 120 minutos.23-25 

Después de su catabolismo en el hígado, los ester-
oides son eliminados en la orina o bilis como con-
jugados. En el intestino estos metabolitos pueden 
ser reabsorbidos por la circulación enterohepática, 
desconjugados por las bacterias y eliminados por las 
heces. En general, los metabolitos fi nales que apare-
cen en la orina son conjugados, en tanto que los de 
las heces no lo son. Sólo una pequeña proporción de 
los esteroides sanguíneos libres es secretada a través 
de la mucosa del intestino grueso, lo que permite 
encontrar una pequeña proporción del esteroide 
original, sin conjugar, en la orina o heces.22,26 

El metabolismo hepático del cortisol no está 
descrito en todas las especies; sin embargo, se sabe 
que en conejo (Oryctolagus cuniculus),27 rata (Rattus 
norvegicus), ratón (Mus musculus),28 cuyo (Cavia por-
cellus),29 borrego (Ovis aries)30 y gato doméstico (Felis 
catus) puede incluir la oxidación en el C-11, oxi-
dación o reducción en C-20 y C-21, lo que puede pro-
ducir ácidos 20-oxo, 21-oicos, reducción del anillo 
A o eliminación de la rama lateral para formar un 
grupo cetona en C-17.22 

No es posible predecir el tipo de metabolito que 
predominará en alguna especie; por ejemplo, entre 
los primates el cortisol está presente en las heces de 
marmosetas (Saguinus sp y Callithrix sp), pero no 
ha sido detectado en papiones (Papio sp), macacos 
(Macaca sp) y chimpancés (Pan troglodytes).3,32 Los 
chimpancés y los humanos metabolizan el cortisol 
principalmente a esteroides tetra-hidroxilados y en 
menor cantidad a ácidos cortolico y cortolonico. Los 
papiones realizan una reducción 20ß y eliminan la 
cadena lateral produciendo dos metabolitos C-21,27 

mientras que los macacos producen 11,17-dioxoan 
drostanos.33

Debido a lo anterior, es necesario identifi car la 
ruta de excreción más importante en la especie de 
interés, así como el tipo y proporción de los metabo-
litos presentes en la muestra. Para ello se admin-
istra cortisol marcado radiactivamente (14-C o 3H) 
y después se realizan técnicas de cromatografía e 
inmunoanálisis.3,34 Las diferencias específi cas de 
especie en el metabolismo de los esteroides y la acción 
de la microfl ora intestinal ocasionan que las heces y 
la orina contengan múltiples metabolitos, con muy 
poco cortisol puro. Como consecuencia, las pruebas 
que utilizan anticuerpos de cortisol muy específi cos 
pueden dar resultados relativamente bajos.3

Finalmente, la cuantifi cación de la hormona o 
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response curve close to one and the parallels between 
serial dilutions of the sample and the standard assay 
curve, only indicate that the test is quantifying a ster-
oid metabolite, but it does not signify that there are 
or there are not changes in the concentration of hor-
mone metabolites that refl ect adrenal cortex func-
tion.3,34

The most direct way to establish the physiological 
importance is to obtain serum and urine or feces and 
compare the longitudinal changes in the levels of cir-
culating glucocorticoids and their metabolites. Also, 
the infusion of radioactively labeled cortisol can also 
help to demonstrate the direct relationship between 
the steroid in the serum and the metabolites that 
appear in urine or feces.35,36

Another way to establish the physiological rel-
evance of the quantifi ed metabolites is through hor-
mone challenges because when the adrenocortical 
stimu-lating hormone is used (ACTH) the concen-tra-
tion of glucocorticoid metabolites should increase in 
urine or feces after an appropriate elimination time.3 
In all cases it is important to establish the physiologi-
cal signifi cance in more than one way.

Challenge with ACTH

Repeated exposure to different adverse stimuli can 
sensitize the HHA axis so that the response to a new 
stimulus could be greater. This could happen because 
there is a greater enzyme synthesis activity or some 
other type of facilitation of the HHA axis.37

The objective of the ACTH challenge is to esti-
mate the degree of alteration present in the activity 
of the enzyme synthesis within the adrenal cortex, 
which is caused by the previous activity. This test 
requires the injection of a hormone amount suffi cient 
to cause the maximum glucocorticoid secretion pos-
sible by the adrenal cortex.15,38 In lions (Panthera leo)39 
and in some antelope species (Connochaetes taurinus 
and Tragelaphus strepsiceros)40 the ACTH challenge 
tests have been used to demonstrate that electroejac-
ulation causes a much smaller release of cortisol than 
when exogenous ACTH is administered.

Some wild animal species where this test has been 
carried out in order to validate the measurement of 
cortisol metabolites in feces or urine include hares 
(Lepus europaeus),34 spotted hienas (Crocuta crocuta),41 
cheetah (Acinonyx jubatus),3,42 clouded leopard (Neofe-
lis nebulosa),3,43 baboons (Papio sp), macaques (Macaca 
sp), African elephants (Loxodonta africana), sea otter 
(Enhydra lutris), moose (Cervus elaphus), sun bear (Hel-
arctos malayanus), black rhinoceros (Diceros bicornis 
bicornis) and scimitar oryx (Oryx gazella).3 

Suppression test with dexamethasone

de sus metabolitos, presentes en la muestra, se hace 
mediante el radioinmunoanálisis (RIA), enzimain-
munoanálisis (EIAs) y pruebas inmunoabsor-bentes 
de unión enzimática (ELISA).3

Validación de la determinación
de cortisol

El paso más importante para asegurar la efi cacia 
de un sistema de evaluación de los glucocorticoides 
adrenales a partir de muestras de saliva, orina o 
heces, consiste en establecer la relevancia fi siológ-
ica de los componentes que se están evaluando. La 
validación a través de la curva de dosis-respuesta 
cercana a uno y el paralelismo entre las diluciones 
seriadas de la muestra y la curva estándar del 
ensayo, sólo indica que la prueba está cuantifi cando 
un metabolito de un esteroide, pero no señala si hay 
o no cambios en la concentración de los metabolitos 
hormonales que refl ejen función adrenocortical.3,34

La forma más directa de establecer la relevan-
cia fi siológica es obtener suero y orina o heces y 
comparar los cambios longitudinales en los niveles 
de glucocorticoides circulantes y sus metabolitos. 
Además, la utilización de una infusión de cortisol 
marcado radiactivamente también puede ayudar a 
mostrar la relación directa entre el esteroide en el 
suero y los metabolitos que aparecen en la orina o 
las heces.35,36 

Otra forma de establecer la relevancia fi siológ-
ica de los metabolitos cuantifi cados es a través de 
desafíos hormonales, ya que al utilizar la hormona 
que estimula la función adrenocortical (ACTH), 
deberá aumentar la concentración de metabolitos 
de glucocorticoides en la orina o las heces después 
de un tiempo apropiado de eliminación.3 En todos 
los casos es importante establecer el signifi cado fi si-
ológico en más de una forma.

Desafío con ACTH

La exposición repetida a diferentes estímulos adver-
sos puede sensibilizar al eje HHA, de manera que 
la respuesta a un nuevo estímulo sea mayor. Esto 
quizá ocurre porque hay mayor actividad de síntesis 
enzimática o algún otro tipo de facilitación en el eje 
HHA.37

El objetivo de la prueba de desafío de ACTH es 
estimar el grado de alteración existente en la activi-
dad de síntesis enzimática en la corteza adrenal pro-
vocada por la actividad previa. Esta prueba requiere 
de la inyección de una cantidad sufi ciente de hor-
mona para provocar la máxima secreción posible 
de glucocorticoides por la corteza adrenal.15,38 En 
leones (Panthera leo)39 y algunas especies de antílopes 
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Dexamethasone normally provokes a suppression of 
ACTH production, which decreases the release of 
glucocorticoids; but does not have this effect when the 
HHA axis is hyperactive, suggesting a malfunction 
in the negative feedback mechanism.15 Sapolsky44 

found that subordinate baboons had a greater level 
of cortisol than dominant animals in the stable social 
hierarchy season and that when ACTH was admin-
istered the same response was produced in all ani-
mals. Nevertheless, dexamethasone did not achieve 
cortisol suppression in the subordinates. The author 
concluded that glucocorticoid regulation by negative 
feedback in the hypothalamus and anterior hypophy-
sis was less effective in subordinate animals. 

Other tests to assess adrenal function are the 
administration of corticotrophin releasing hormone 
(CRH) or post-mortem assessment of the size and 
structure of the gland, which in general are associ-
ated with a greater activity.15

Selection of the sample type

Blood

The activation of the HHA axis and the release of 
cortisol are common to a great variety of stimuli, 
including capture and handling of animals. These 
successes produce a rapid elevation of glucocorticoids 
within 5 to 10 minutes and reaching a maximum level 
in 30 to 60 minutes. Serial samples present the cumu-
lative effect of stress caused by handling. Assessment 
from blood samples is carried out more frequently 
in domestic animals and for this type of studies the 
use of catheters is preferred over frequent vein punc-
tion.30,45

For free ranging animals it has been suggested to 
use a “serial stress assessment protocol” which consists 
in obtaining a blood sample immediately after their 
capture and after each predetermined time period 
during handling. Interpretation of these glucocorti-
coid patterns must be done with caution because han-
dling also activates the HHA axis; but they can still be 
used as a standard for the population under benign 
conditions and then compared to further assessments 
when the population is under different stimuli. If, for 
example, the individuals of a population show a rapid 
and marked increase in glucocorticoids they could be 
more vulnerable to impacts from other environmen-
tal stimuli.2

Some cortisol determinations in blood carried out 
in wild animals have been done in order to compare 
the negative impact of physical capture and anesthe-
sia in wild felines,46 relocation of African ungulates,47 
during reproductive assessment in leopards (Panthera 

(Connochaetes taurinus y Tragelaphus strepsiceros),40 las 
pruebas de desafío con ACTH se han utilizado para 
demostrar que la electroeyaculación provoca una 
liberación de cortisol mucho menor que cuando se 
administra ACTH exógena.

Algunas especies de fauna silvestre en las que se 
ha realizado esta prueba para validar la medición 
de metabolitos de cortisol en heces u orina, incluyen 
liebres (Lepus europaeus),34 hienas manchadas (Cro-
cuta crocuta),41 guepardos (Acinonyx jubatus),3,42 leop-
ardo nebuloso (Neofelis nebulosa),3,43 papiones (Papio 
sp), macacos (Macaca sp), elefantes africanos (Loxo-
donta africana), nutria marina (Enhydra lutris), alce 
(Cervus elaphus), oso malayo (Helarctos malayanus), 
rinoceronte negro (Diceros bicornis bicornis) y oryx 
cimitarra (Oryx gazella).3 

Prueba de supresión con dexametasona

La dexametasona normalmente provoca supresión 
de la producción de ACTH, lo que disminuye la 
liberación de glucocorticoides; pero no tiene este 
efecto cuando el eje HHA está hiperactivo, ello sug-
iere mal funcionamiento en el mecanismo de retro-
alimentación negativo.15 Sapolsky44 encontró que los 
papiones subordinados tenían mayor nivel de corti-
sol que los animales dominantes en la época de jer-
arquía social estable y que cuando les administraba 
ACTH se producía la misma respuesta en todos los 
animales. Sin embargo, la dexametasona no logró 
suprimir la secreción de cortisol en los subordina-
dos. El autor concluyó que la regulación de los glu-
cocorticoides por retroalimentación negativa en el 
hipotálamo e hipófi sis anterior era menos efectiva 
en los animales subordinados.

Otras pruebas para evaluar la función adrenal 
son la administración de hormona liberadora de 
corticotropina (CRH) o la evaluación postmortem del 
tamaño y de la estructura de la glándula, que gen-
eralmente se asocian con mayor actividad de ésta.15

Selección del tipo de muestra

Sangre

La activación del eje HHA y la liberación de cor-
tisol son comunes a una gran variedad de estímu-
los, incluyendo la captura y manejo de los animales. 
Estos sucesos provocan una elevación rápida de 
glucocorticoides, normalmente en 5-10 minutos y 
que alcanza su nivel máximo en 30-60 minutos. Las 
muestras seriadas presentan el efecto acumulativo 
del estrés causado por el manejo. La evaluación a 
partir de muestras de sangre se realiza con más fre-
cuencia en animales domésticos, y para este tipo de 
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pardus japonensis) and tigers (Panthera tigris)48 and 
the infl uence of gender, age and season of the year in 
wild and semi-domesticated dolphins (Tursiups trun-
cates).49

Saliva

Studies in pigs (Suis scrofa) have demonstrated that 
the cortisol that is present in saliva is related to cor-
tisol that is free in the bloodstream and represents 
approximately 10% of that which is in plasma.50 Cor-
tisol takes less than a minute to pass from blood to 
saliva therefore, it is recommended that the sample 
collection time be less than a minute.51 This type of 
samples has been assessed in non-human primates 
used in biomedical research, such as Rhesus monkeys 
(Macaca mulatta) that have been trained to become 
habituated to sample collection.52

Urine

Urine samples can be obtained directly from the 
animal, aspirated from the fl oor or from cages spe-
cifi cally designed for this.53,54 Due to the fact that the 
collection of all urine produced by an animal during 
the full 24 hours in a day is diffi cult and impractical, 
in general one sample a day is obtained. The amount 
of urine produced in one day is not constant and the 
concentration of any solute present in it is modifi ed 
according to the amount of water and inorganic salts 
fi ltered through the kidney. For this reason, it is rec-
ommended to adjust the concentration of the urinary 
metabolite found in a urine sample so that it is not as 
dependant on the general concentration of the urine 
therefore, better refl ects the changes in hormone 
production. This is achieved by creatinin measure-
ments which index the metabolite concentrations 
according to its amount.53,55 

Some examples of cortisol determination from 
urine samples are those that have been used for 
assessing the effect of space and type of housing 
in animals kept in captivity such as in foxes (Alopex 
lagopu),56 macaques (Macaca nemestrina and M. Fas-
cicularis)57 and in diverse species of wild felines.58 In 
gorillas (Gorilla gorilla) it was used for assessing the 
changes produced after giving birth59 and in leopard 
cats (Felis bengalensis) in relation to different environ-
ment enrichment techniques.60

Feces

Because steroid metabolites that are found in the 
intestine are transported with the ingesta, the pas-
sage speed from the duodenum to the rectum can 
give an estimate of the time they appear in feces; 

estudios se prefi ere la cateterización en lugar de la 
punción venosa frecuente.30,45

En animales en vida libre se ha sugerido usar 
un “protocolo seriado de evaluación de estrés”, que 
consiste en obtener una muestra sanguínea inmedi-
atamente después de la captura del animal y de cada 
determinado tiempo mientras dura el manejo. La 
interpretación de estos patrones de glucocorticoides 
debe hacerse con precaución, ya que el manejo tam-
bién activa al eje HHA; pero pueden usarse como un 
estándar de la población bajo condiciones benignas 
y compararse con evaluaciones posteriores cuando 
la población se encuentre bajo diferentes estímulos. 
Si los individuos de una población, por ejemplo, 
muestran elevación muy rápida y marcada de gluco-
corticoides, podrían ser más vulnerables al impacto 
de otros estímulos ambientales.2

Algunas determinaciones de cortisol en sangre 
realizadas en fauna silvestre se han llevado a cabo 
para comparar el impacto negativo de la captura 
física y la anestesia en felinos silvestre,46 de la reu-
bicación de ungulados africanos,47 durante la eval-
uación reproductiva en leopardos (Panthera pardus 
japonensis) y tigres (Panthera tigris)48 y de la infl uen-
cia del sexo, edad y época del año en delfi nes silves-
tres (Tursiops truncatus) y semidomesticados.49

Saliva

Estudios en cerdos (Suis scrofa) han demostrado que 
el cortisol que está presente en saliva se relaciona 
con el cortisol libre en sangre y representa aproxi-
madamente 10% del que se encuentra en plasma.50 
El cortisol tarda menos de un minuto en pasar de 
sangre a saliva, por lo que se recomienda que el 
tiempo de recolección de la muestra sea menor a 
un minuto.51 Este tipo de muestras se ha evaluado 
en primates no humanos utilizados en investigación 
biomédica, como monos rhesus (Macaca mulatta) que 
han sido entrenados para habituarse a la obtención 
de la muestra.52

Orina

Las muestras de orina pueden obtenerse del animal, 
aspirarse del piso, o de jaulas adaptadas especial-
mente para ello.53,54 Debido a que la obtención de 
toda la orina producida por un animal durante las 
24 horas del día es difícil e impráctico, generalmente 
se obtiene una muestra al día. La cantidad de orina 
producida a lo largo del día no es constante y la con-
centración de cualquier soluto presente en ella se 
modifi ca de acuerdo con la cantidad de agua y sales 
inorgánicas fi ltradas a través del riñón. Por esta 
razón, se recomienda ajustar la concentración del 
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nevertheless, the time can be modifi ed by factors such 
as constipation, diarrhea, feed restriction, amount 
of fi ber in the diet, treatment with antibiotics that 
modify the intestinal fl ora or even due to individual 
variations.22,61

In fecal samples there is no correction index such 
as creatinin in urine. Therefore, dehydration, pulver-
ization and homogenization of the samples has been 
recommended before subjecting them to the extrac-
tion procedure, in order to present the results in dry 
matter basis.62,63 Selection of the extraction method 
to which fecal samples are subjected before hormone 
measurement, shall depend on the different propor-
tions of conjugated and non-conjugated metabolites 
present in the species.3

Some applications of the cortisol metabolite assess-
ment in feces are to estimate the impact of relocation, 
agonistic interactions and physical confl icts41 of social 
behavior20,42,64 and even their relationship with repro-
ductive activity.1,65,66

Table 1 presents some species of wild mammals 
where cortisol metabolite assessment has been car-
ried out from saliva, feces or urine samples.

Conclusions

One of the indicators that have been proposed for 
assessing animal wellness is the level of adrenocor-
ticoid corticosteroids assuming that stress causes an 
increase in the reactivity of the adrenal cortex. This 
is refl ected in a higher level of glucocorticoids and 
that the response of the animal to an acute stimulus is 
greater if the individual has been repeatedly exposed 
to other negative stimuli.3,16 For example, in the 
study by Nogueira and Silva,46 where they assessed 
the effect of anesthesia on the plasmatic values of cor-
tisol in jaguars, tigrine cat, pumas, ocelots and jag-
uarondis they found that it increased after handling. 
In the same manner, Carlstead58 in a study where he 
assessed the impact on the level of urinary cortisol 
metabolites when moving different feline species to 
new housings, he found that the values decreased 
after several days. Furthermore, an increase in fecal 
glucocorticoid metabolites has been found after relo-
cation of cheetahs to unknown environments.42

There is a great quantity of valuable information 
that can be obtained from assessing adrenal gluco-
corticoid metabolites present in urine or feces of the 
different wild animal species, both in captivity and 
free ranging. This technique can be applied to assess 
different handling systems, facilities, social interac-
tions and even, to detect vulnerable free roaming 
populations.

Nevertheless, it is necessary to remember that: 
a) there is a time interval between the changes in 

metabolito urinario encontrado en una muestra de 
orina, de tal manera que sea menos dependiente de 
la concentración general de la orina y refl eje mejor 
los cambios en la producción de la hormona, lo cual 
se logra mediante determinaciones de creatinina, 
que indizan las concentraciones del metabolito de 
acuerdo con el valor de ésta.53,55

Algunos ejemplos de las determinaciones de cor-
tisol a partir de muestras de orina son los que la han 
utilizado para evaluar el efecto del espacio y tipo 
de albergues en animales mantenidos en cautiverio, 
como en zorras (Alopex lagopu),56 en macacos (Macaca 
nemestrina y M. Fascicularis)57 y en diversas especies 
de felinos silvestres.58 En gorilas (Gorilla gorilla) se 
utilizó para evaluar los cambios producidos después 
del parto59 y en gatos leopardo (Felis bengalensis) en 
relación con diferentes técnicas de enriquecimiento 
ambiental.60

Heces

Debido a que los metabolitos de los esteroides que 
se encuentran en el intestino son transportados 
con la ingesta, la velocidad del paso del duodeno 
al recto puede dar una estimación del tiempo en 
que aparecen en las heces; sin embargo, el tiempo 
puede modifi carse por factores como constipación, 
diarrea, restricción de alimento, cantidad de fi bra 
en la dieta, tratamientos con antibióticos que modi-
fi quen la fl ora intestinal, o incluso por variación 
individual.22,61

En las muestras de heces no se cuenta con un 
índice de corrección como es la creatinina para las 
muestras de orina. Por ello se ha recomendado la 
deshidratación, pulverización y homogeneización de 
las muestras antes de someterlas al procedimiento 
de extracción, para informar los resultados en base 
seca.62,63 La selección del método de extracción al 
que se sometan las muestras de heces antes de la 
medición hormonal dependerá de las diferentes 
proporciones de metabolitos conjugados y no conju-
gados presentes en la especie.3

Algunas aplicaciones de la evaluación de metabo-
litos de cortisol en heces son estimar el impacto de 
la reubicación, de las interacciones agonistas y de 
los confl ictos físicos,41 de la conducta social20,42,64 e 
incluso de su relación con la actividad reproduc-
tiva.1,65,66 

En el Cuadro 1 se incluyen algunas especies de 
mamíferos silvestres en las que se ha realizado la 
evaluación de metabolitos de cortisol a partir de 
muestras de saliva, heces u orina.



333Vet. Méx., 36 (3) 2005



334

Conclusiones

Uno de los indicadores que han sido propuestos 
para la evaluación del bienestar animal es el nivel 
de corticosteroides adrenocorticales, asumiendo 
que el estrés provoca aumento en la reactividad de 
la corteza adrenal. Esto se refl eja en un nivel mayor 
de glucocorticoides y en que la respuesta del animal 
ante un estímulo agudo sea mayor si el individuo ha 
estado expuesto en forma repetida a otros estímulos 
negativos.3,16 Por ejemplo, en el estudio de Nogueira 
y Silva,46 donde evaluaron el efecto de la anestesia 
sobre los valores plasmáticos de cortisol en jaguares, 
tigrinas, pumas, ocelotes y jaguarundis, encontra-
ron que éste aumentaba después del manejo. De 
igual manera, Carlstead,58 en un estudio donde 
evaluó el impacto sobre el nivel de metabolitos uri-
narios de cortisol al mover a diferentes especies de 
felinos a albergues nuevos, encontró que los valores 
disminuyeron después de varios días. Asimismo, se 
ha encontrado elevación de metabolitos fecales de 
glucocorticoides después de la reubicación de los 
animales a ambientes desconocidos en guepardos.42

Existe gran cantidad de información valiosa que 
puede ser obtenida a través de la evaluación de los 
metabolitos de glucocorticoides adrenales presentes 
en orina o heces de las diferentes especies de fauna 
silvestre, tanto en cautiverio como en vida libre. Esta 
técnica puede ser aplicada para evaluar diferentes 
sistemas de manejo, instalaciones, interacciones 
sociales e, incluso, detectar poblaciones vulnerables 
en vida libre. 

Sin embargo, es necesario recordar que: a) 
Existe un espacio de tiempo entre los cambios en 
el nivel de una hormona en la sangre y su refl ejo en 
la saliva, orina y heces; b) las heces y la orina con-
tienen metabolitos de la hormona y no la hormona 
natural, los metabolitos varían entre especies, aun 
entre aquellas muy relacionadas, a pesar de que la 
hormona natural sea la misma; c) al interpretar los 
resultados de estas evaluaciones debe tomarse en 
cuenta que los glucocorticoides participan en infi -
nidad de funciones del organismo, no sólo como 
respuesta al estrés. Además, existe gran diversidad 
de estímulos que desencadenan la activación del eje 
HHA y la respuesta puede variar entre individuos y 
también en un mismo individuo de acuerdo con la 
época de año, etapa reproductiva, condición corpo-
ral e incluso su experiencia y habituación.

Varios de los estudios que han utilizado este tipo 
de evaluación3,32,41,67 enfatizan la necesidad de reali-
zar validaciones específi cas por especie antes de 
utilizarla para evaluar respuestas biológicas asocia-
das con el estrés. Asimismo, la selección del tipo de 
muestra, método de extracción y anticuerpo especí-

the level of a hormone in the blood stream and its 
appearance in saliva, urine and feces; b) that feces and 
urine contain metabolites of the hormone and not the 
natural hormone, that the metabolites vary between 
species, even among those that are very related, even 
though the natural hormone is the same; c) that when 
interpreting the results of these assessments it must 
be taken into account that glucocorticoids partici-
pate in many functions of the organism, not only as 
a response to stress. Furthermore, there is a great 
diversity of stimuli that initiate the activation of the 
HHA axis and that the response can vary among 
individuals and also within an individual according 
to the time of year, reproductive stage, body condi-
tion and even experience and habituation.

Several studies that have used this type of assess-
ment,3,32,41,67 emphasize the need to carry out species 
specifi c validations before its use to assess biological 
responses associated with stress. Further-more, the 
selection of the type of sample, extraction method 
and specifi c antibody shall depend on the species 
in question and the particular conditions of each 
study.68,69

Since there are continuous activities developed 
with wild animals in zoos, in species conservation and 
relocation, it is important that studies be continued to 
detect the stress levels during these activities and thus 
be able to fi ne-tune the procedures.
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