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RESUMEN

El leoncillo (Cebuella pygmaea), es el primate platirrino més pequefio de Ameérica del Sur.
Pertenece a la subfamilia Callitrichinae (Cebidae). Comunmente habita cerca a las riveras
de los rios en los bosques siempre verdes de tierras bajas inundables de la Amazonia de
Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador y Pert. Debido a su reducido tamafio, especificidad de
habitat y alimentacion es considerado una de las especies mas amenazada en el territorio
ecuatoriano. Actividades antropogénicas como la fragmentacion de los bosques, el trafico
ilegal de mascotas y la caceria hacen que poblaciones de C. pygmaea resulten seriamente
afectadas. Esta especie esta incluida en la lista de especies vulnerables del Ecuador. El
objetivo de este estudio fue estimar los niveles de estrés a los que estan sometidas tres
poblaciones de leoncillos del oriente ecuatoriano. La poblacion de San Pablo vive en un
bosque altamente fragmentado. Los individuos del Puyo se encuentran en el centro de
rescate Yanacocha y viven en semicautiverio. Finalmente, Tiputini es el area con menor
impacto humano en donde se estudiaron tres grupos de leoncillos (T1, T5 y T6). Como
indicador del nivel de estrés se midio el contenido de cortisol fecal mediante ensayos de
inmunoanalisis (EIA). En total se analizaron 104 muestras de las tres poblaciones
mencionadas anteriormente. La poblacién de Tiputini presentd niveles mas elevados de
cortisol fecal comparados con Puyo y San Pablo. Al tomar en cuenta factores como la hora
de deposicion del material fecal no se encontraron diferencias significativas entre la
mafana (06h00-12h00) y la tarde (12h01-17h00), por lo tanto, es posible comparar
muestras a diferentes horas del dia. Al considerar el sexo de los individuos, las hembras
tienen ligeramente mayores niveles de cortisol fecal en comparacion con los machos, sin
embargo, estas diferencias no son significativas.

Palabras clave: Cebuella pygmaea, cortisol, metabolitos glucocorticoideos fecales, estrés.



ABSTRACT

The pygmy marmoset (Cebuella pygmaea) is the smallest platyrrhine primate of South
America. It belongs to the subfamily Callitrichinae (Cebidae). It commonly inhabits near
the gallery forests in the Upper Amazon basin of Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador and
Peru. Due to its small body size and specificity of its habitat and diet the pygmy marmoset
is considered one of the most threatened species in the Ecuadorian territory. Anthropogenic
activities such as forest fragmentation, illegal traffic of pets and hunting seriously affect
populations of C. pygmaea. This species is included in the list of vulnerable species in
Ecuador. The objective of this study was to determine the levels of stress of three
populations of pygmy marmosets from the Amazonian Ecuador. The San Pablo population
inhabits a heavily fragmented forest. The individuals of El Puyo live in the Yanacocha
rescue center in a semi captive environment. Finally, Tiputini is the site with less human
impact where three groups of marmosets (T1, T5 and T6) were studied. As an indicator of
the level of stress, cortisol content in feces was used. A total of 104 samples were analyzed
corresponding to the three populations mentioned above. The population of Tiputini
showed higher levels of fecal glucocorticoid metabolites compared to Puyo and San Pablo
When taking into consideration factors such as the time of the deposition of the sample, no
significant differences were found between the morning (06h00-12h00) and the afternoon
(12h01-17h00), therefore it is possible to compare samples at different times of day. When
considering the sex of individuals, females have slightly higher levels of fecal cortisol
compared to males. However, the difference was not significant.

Key words: Cebuella pygmaea, cortisol, fecal glucocorticoid metabolites, stress.
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1. INTRODUCCION

1.1. Descripcion de la especie
Cebuella pygmaea, comunmente conocido como leoncillo, pertenece a la familia
Cebidae y a la subfamilia Callitrichinae. Es la especie de mono mas pequefia que habita en
el territorio ecuatoriano. Viven en los bosques siempreverdes de tierras bajas de la

Amazonia de Ecuador, Colombia, Brasil, Pert y Bolivia (de la Torre et al. 2009).

1.2. Biologia y Distribucién

Especificamente, habita en los bosques de galeria que yacen aledafios a los rios y
gue se inundan en épocas de precipitacion (de la Torre et al. 2009). A los leoncillos se los
encuentra generalmente en arboles de Spondias mombin, Sterculia sp., Inga marginata y
Parkia sp. (Soini, 1982) de cuyos exudados se alimentan. La abundancia de estas especies
de arboles puede ser proporcional a la presencia y distribucion de los leoncillos, su
disponibilidad es esencial para su supervivencia. Complementan su dieta con presas
animales como saltamontes (Orthoptera), abejas (Hymenoptera) y polillas (Lepidoptera),

asi como también de las flores y frutas pero en menor proporcion (Townseed, 2001).

Son primates diurnos y arboricolas con locomocién cuadripeda. Ocupan areas entre
0,1-0,5 ha. Los grupos de C. pygmaea son cohesivos y por lo general la composicion grupal
es de 6-7 individuos (Townsend, 2001). Tienen una estructura social monogama y solo el

macho y hembra dominante se reproducen. Las hembras, en la mayoria de los casos, dan a
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luz a gemelos (67-76%) y el periodo de gestacion dura de 130 a 142 dias. El destete de las

crias se observa a los tres meses y son independientes a los cinco meses (Bairrao, 2010).

Las actividades humanas afectan a los leoncillos de varias maneras, reduciendo sus
poblaciones por el trafico ilegal de especies y el mercado de mascotas. La deforestacion y
fragmentacion del bosque tienen multiples consecuencias como la reduccion de la
disponibilidad de alimentos, restricciones espaciales a sus actividades, entre otras (de la
Torre & Rylands, 2008). Todo esto constituye una fuente de estrés para estos primates por
lo que puede tener repercusiones en su salud y en la dinamica de las poblaciones (Rangel-
Negrin et al., 2009). Ademas, la especializacion de hébitat y dieta de los leoncillos los hace
aun mas vulnerables a los impactos antropogénicos ya que, por lo general, los
asentamientos y actividades humanas se centran en los margenes de rios (de la Torre et al.

2009).

1.3. Cortisol

En la mayoria de los mamiferos el principal glucocorticoide es el cortisol que es
transportado en la sangre de manera libre o unido a globulinas especificas. Se ha
encontrado que el cortisol también esta presente en las heces de chichicos y marmosetas

Saguinus spp., Callithrix spp. y Cebuella pygmaea (Brousset et al., 2005).

Los glucocorticoides (Gc’s), en un nivel molecular, interactian con dos tipos de
receptores. Se unen a receptores mineralocorticoides y glucocorticoides con diferente
afinidad. En niveles bajos y moderados los Gc’s se unen preferencialmente al receptor
mineralocorticoide con alta afinidad. Este receptor se encuentra saturado durante el pico

diario de Gc’s en el ritmo circadiano de un individuo. En contraste, cuando se desencadena
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una alta liberacion de Gc’s, estos se unen a receptores glucocorticoides con menor afinidad

y ocurre una vez que los receptores mineralocorticoides han sido saturados (Romero, 2004).

1.4. Estrés y respuesta al estrés
En un contexto general el estrés fisioldgico es una respuesta multidimensional a
estimulos ambientales predecibles o impredecibles que amenazan y alteran la estabilidad
interna u homeostasis (Kersey & Dehnhard, 2014). Los estresores pueden ser factores
fisicos como el cambio inesperado de la temperatura, fisioldgicos como la falta de agua y
alimento, o inclusive comportamentales como un cambio en la estabilidad social, peleas,

entre otros (Wingfield & Romero, nf).

Se conocen dos tipos de estresores, los reactivos y los anticipatorios. Ambos, impactan
el nacleo paraventricular del hipotdlamo (PVN), responsable de iniciar una liberacion
secuencial de diversas hormonas que termina con la produccion de glucocorticoides en la
corteza suprarrenal. Sin embargo, los dos tipos de estresores operan por rutas neurales

diferentes y pueden actuar de manera aguda o cronica (Boonstra, 2013).

Los estresores reactivos son considerados retos fisioldgicos que causan una
amenaza inmediata a la homeostasis de un individuo. Son sefales fisicas transmitidas al
hipotdlamo por medio de inputs neurales provenientes de fibras sensoriales periféricas a
través de la médula espinal, regiones del cerebro posterior o inclusive pueden ser sefiales
transmitidas por via sanguinea. Sefiales como el frio, dificultad respiratoria, la pérdida de
sangre, dolor somatico o visceral, entre otros, son ejemplos de estresores reactivos. En
definitiva, este tipo de sefiales desencadenan respuestas reflexivas que no requieren un

procesamiento cognitivo de orden superior (Boonstra, 2013).
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Los estresores anticipatorios son sefiales ambientales percibidas por el organismo
que amenazan a la supervivencia, producen una disrupcion homeostatica y tienen bases
sicoldgicas. La respuesta a este tipo de estresores produce liberacion de glucocorticoides y
puede ocurrir en total ausencia de una amenaza fisiologica real o inclusive antes de una
amenaza directa como es el caso de un intento de depredacion. Este tipo de sefiales requiere
que el organismo interprete la significancia del estimulo sensorial ambiental, en donde las
interpretaciones pueden ser basadas en respuestas innatas como el miedo instintivo que
tiene la presa por su depredador, o inclusive, en recuerdos de experiencias previas como un
ataque fallido por parte del predador. Cabe recalcar que este tipo de sefiales necesitan ser
evaluadas en areas cerebrales de toma de decisiones antes de impactar el nuacleo
paraventricular del hipotalamo (PVN) para asi desencadenar una respuesta mediada por la

liberacion glucocorticoides (Boonstra, 2013).

Los estresores también pueden ser clasificados como agudos (de minutos a horas) o
cronicos (dias a semanas). Sin embargo, el impacto del estresor sobre la fisiologia del
animal puede ser de corta o larga duracidn, y ciertos factores de estrés agudo pueden tener
un impacto negativo a largo plazo. Al momento de categorizar a un estresor como agudo 0
crénico, no se debe tomar en consideracién la duracién del estresor, mas bien, la duracién

de sus consecuencias en la fisiologia del animal (Boonstra, 2013).

Las dos respuestas fisioldgicas mas importantes a estresores son la estimulacion del
sistema nervioso simpatico que media la liberacion de catecolaminas, y la activacion del eje
hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) que resulta en la secrecién de glucocorticoides (GC’s)
que intervienen en la restauracién de la homeostasis. A corto plazo, la liberacién de

glucocorticoides ayuda al individuo a sobrellevar situaciones que amenacen con su vida;
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por el contrario, a largo plazo, en la mayoria de la literatura biomédica, establece que la
activacion cronica del eje HPA y las elevadas concentraciones de glucocorticoides
resultantes pueden tener un efecto perjudicial en el fitness y supervivencia del organismo

(Sheriff et al. 2011).

La respuesta inmediata al estrés estd dada por la estimulacion de las fibras
simpaticas colinérgicas que inervan la médula suprarrenal y que causan la liberacion de
acetil colina, que a su vez estimula la liberacion de catecolaminas (epinefrina o
norepinefrina). Esta liberacion hormonal es extremadamente rapida ocasionando efectos
instantaneos como son el aumento del ritmo cardiaco, vasodilatacion de las arteriolas en el
musculo esquelético, vasoconstriccién general, relajacion de los mdsculos bronquiales,
dilatacion de las pupilas, pilo ereccion, y lo mas importante la movilizacion de glucdgeno
hepético y acidos grasos libres. Todas estas respuestas incrementan la eficiencia de accion
para reaccionar ante un estimulo estresante en una escala de tiempo de segundos a minutos

(Wingfield & Romero, nf).

Cuando un animal se enfrenta a un estresor la regién PVN es estimulada causando
que las neuronas parvocelulares liberen CRH hormona liberadora de corticotropina. A su
vez, la CRH estimula a que la glandula pituitaria sintetice y transforme el precursor de la
molécula pro-opiomelacortina  en ACTH también conocida como hormona
adrenocorticotropa. La ACTH es liberada en el torrente sanguineo y estimula a la corteza
suprarrenal a secretar altas cantidades de glucocorticoides. Usualmente la concentracion de
glucocorticoides alcanza su pico tras 15-30 minutos después de que el organismo percibe
un estresor y regresa a sus niveles basales después de 60 a 90 minutos. La magnitud en la

que los glucocorticoides se secretan depende de la severidad del estresor. Generalmente,
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bajo condiciones en donde un estresor es agudo, el mecanismo de retroalimentacion
negativa opera eficientemente y el sistema retorna a sus niveles normales. Si el estresor es
cronico, las sefiales de retroalimentacion son débiles ocasionando que el sistema

permanezca activado por mas tiempo (Sheriff, 2011).

La proximidad de los primates a los seres humanos y los cambios en la organizacion
social tiene un impacto importante en el nivel de estrés. Ademas, la dieta, el sexo, la
alimentacion, son factores que intervienen en la respuesta fisioldgica de un individuo al
estrés. Se sabe que el estrés interfiere en el desarrollo de comportamientos naturales tan
importantes como la reproduccion y homeostasis de los individuos (Rangel-Negrin et al.,
2009). La respuesta que tienen los animales al estrés se correlaciona con la salud del animal

y por lo tanto se asume que también con el estado de la poblacién en general.

1.5. Métodos para medir el estres

Los glucocorticoides son utilizados como posibles indicadores de estrés fisioldgico en
vertebrados de vida libre. Por lo tanto, la medicion de cortisol puede ser utilizada como un
practico biomarcador para reflejar los efectos combinados de las limitaciones fisioldgicas,
la salud, la asignacion de energia, la calidad de habitat y determinadas alteraciones

antropogeénicas a diferentes escalas ecolégicas (Romero, 2004).

Es posible medir glucocorticoides en sangre, heces, orina y plumas. Todos los fluidos
bioldgicos mencionados tienen sus pros y contras. Las ventajas de medir hormonas en la
sangre es que reflejan un perfil hormonal en tiempo real de ese individuo. Por esta via, se
obtiene directamente los productos hormonales de la corteza suprarrenal, no subproductos o

metabolitos como es en el caso de las heces. Ademas, la sangre obtenida puede
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proporcionar informacion complementaria que permitird evaluar la condicion del animal,
como es el caso de la medicion de glucosa, acidos grasos, hematocritos, indices de la
funcién inmunitaria como perfiles de leucocitos, entre otros componentes sanguineos
(Hodges, 2010). Sin embargo, para animales de vida libre, esta técnica es altamente
invasiva al momento de capturar y manipular a los individuos en su habitat natural,
consecuentemente al momento de cuantificar hormonas existe la posibilidad de sesgar los
resultados por aumentar el nivel de estrés inducido por la manipulacion de los animales

(Sheriff et al. 2011).

En los Gltimos 25 afios ha sido reconocida y sumamente utilizada la medicién de
metabolitos glucocorticoides en orina y heces para animales de laboratorio, domésticos y
sobretodo para animales silvestres. Las hormonas esteroides circulantes en el plasma
eventualmente son metabolizadas en el higado y posteriormente excretadas como
conjugados en la orina por los rifiones o en el intestino por medio de los conductos biliares.
Sin embargo, los esteroides presentes en los intestinos se someten muchas veces a la
circulacién enterohepética, es decir son reabsorbidos en el torrente sanguineo y luego

metabolizados intensivamente por la microflora bacteriana (Palme, nf).

Las heces pueden ser recolectadas facilmente, inclusive por personal no capacitado.
Existe la posibilidad de tomar frecuentemente muestras del mismo individuo por largos
periodos de tiempo sin afectar su comportamiento o estatus enddcrino ya que no hay la

necesidad de capturar y manipular al animal (Palme, 2005).

Cuando se toma en cuenta el tiempo de retraso (lag time) entre la liberacion de

glucocorticoides en el plasma y su posterior aparicion como metabolitos fecales en las
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heces, se puede encontrar que el patrén del plasma sanguineo también se ve reflejado en las
heces. El tiempo de retraso depende principalmente del tiempo que demora el transito
intestinal desde el duodeno hasta el recto, tomando en consideracion que el tiempo de
retraso es en su mayoria especie-especifico (Palme, 2005). Por ejemplo, estudios de
radiometabolismo han demostrado que en mamiferos de cuerpo grande, los esteroides
fecales son secretados en las heces de 24 a 48 horas después de su aparicion en la
circulacion. Para animales de cuerpo pequefio, como es el caso del titi comun (Callithrix
jacchus) el tiempo de transito es de 4 a 8 horas. Por lo tanto, conocer el tiempo que demora
hasta que los metabolitos fecales son excretados es sumamente importante para poder
interpretar correctamente los cambios de glucocorticoides fecales en relacion a eventos

fisiologicos (Hodges, 2010).

En definitiva, los niveles de metabolitos glucocorticoides fecales reflejan la tasa de
produccion, acumulacion y eliminacion de hormonas, durante un periodo de tiempo (Palme,
2005). Por lo que la medicién de metabolitos glucocorticoides fecales puede proporcionar
una evaluacion mas precisa de los niveles de glucocorticoides a largo plazo en comparacién

con una simple medicion de glucocorticoides en la sangre (Millspaugh, 2004).

1.6. Factores que modifican los niveles de glucocorticoides (cortisol)
Entre las variables biologicas que complican la interpretacion de los resultados de la
medicion de metabolitos glucocorticoides fecales se encuentran la edad, sexo, estatus
reproductivo, patrones diarios y estacionales de glucocorticoides, cautividad, dieta y rutas

de excrecion de los metabolitos (Dantzer et al. 2014).



17

Es importante considerar que las heces son defecadas junto a bacterias
gastrointestinales y es muy probable que los esteroides sean metabolizados por la
microflora bacteriana, teniendo repercusiones directas en la concentracion de metabolicos
fecales en heces que no han sido preservadas correctamente. Preferiblemente las heces
deben ser almacenas a -20 grados centigrados, en lo posible, previo a su recoleccion, este es
el método méas efectivo y recomendado para almacenar heces por largos periodos de
tiempo. Esta opcion no siempre es viable en el campo, alternativamente, se puede utilizar
etanol para preservar las muestras de la degradacion bacteriana hasta almacenarlas en el

congelador (Heistermann, 2010).

En heces, para cuantificar los metabolitos glucocorticoideos fecales es indispensable
realizar un procedimiento de extraccién en donde se separan los esteroides de la matriz
fecal. Actualmente, el procedimiento mas utilizado es resuspender la muestra fecal en una
solucién concentrada de etanol o metanol y agua, posteriormente se centrifuga la muestra
para que las particulas fecales suficientemente grandes se sedimenten. Es indispensable
elegir un solvente adecuado ya que puede tener diferentes efectos en la polaridad de los
esteroides. El etanol es el més utilizado y sirve preservar la muestra de la degradacién
microbiana e iniciar al proceso de extraccion de las hormonas esteroides. La cantidad de
etanol que se afiade a cada muestra deberia ser proporcional a la masa fecal total de dicha
muestra. Es recomendable afiadir etanol en una proporcion 10:1, 6 1 ml de etanol por cada

0.1 g de heces (Palme et al., 2013).

En cuanto al sexo de los individuos, algunos estudios que analizan glucocorticoides
fecales reportan mayores niveles para las hembras como es el caso del titi comun, C.

jaccus, el raton de laboratorio, Mus musculus, el perro doméstico, Canis lupus familiaris,
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entre otros. Los altos niveles de glucocorticoides en el plasma sanguineo se ven reflejados
también en un incremento en los metabolitos glucocorticoides fecales (Goymann, 2012).
Una posible razon para este sesgo es que las globulinas de union a esteroides presentan
cierta afinidad a los glucocorticoides. En hembras, los glucocorticoides circulantes se sabe
que tienen afinidad a globulinas de union a esteroides gonadales, y por lo tanto, la
concentracion total de glucocorticoides puede ser mayor en comparacion con los machos

(Palme, 2005).

Los glucocorticoides fluctdan en un ritmo circadiano normal con picos en la sangre
que ocurren inmediatamente después de las primeras actividades en la mafiana y
disminuyen a lo largo del dia (Romero, 2002). Inclusive los glucocorticoides pueden
fluctuar estacionalmente, usualmente con picos durante la temporada de apareamiento.
Debido a la influencia de estas variables, para tener informacién confiable sobre los niveles
de estrés en animales silvestres, lo idea es recolectar muestras a la misma hora del dia o la
misma temporada. Si eso no es posible, los efectos de los cambios diarios y estacionales de

glucocorticoides deben incorporarse en la interpretacion de los resultados (Dantzer, 2014).

En un primer intento por evaluar el nivel de estrés en leoncillos mediante la
medicion de cortisol en heces, Espinosa y colaboradores (2015) estandarizaron el protocolo
de extraccion de cortisol utilizando el kit Oxford Biomedical “Cortisol EIA Kit”. Al
detectarse una tendencia de niveles de cortisol superiores ligados a pesos menores de
muestra fecal seca, en este protocolo, el peso minimo de heces secas para el inmunoensayo
fue estandarizado a 0,05 g. En este primer estudio se analizaron 92 muestras colectadas en
las localidades de Puyo, San Pablo y Tiputini de las cuales 52 fueron utilizadas para los

analisis estadisticos. Espinosa et al. (2015) encontraron que los niveles de cortisol de los
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individuos de la localidad del Puyo se diferenciaban significativamente de Tiputini y San
Pablo, sugiriendo que el cautiverio tiene un efecto sobre los niveles de cortisol y estrés de
estos primates. Sin embargo, en ese analisis no se controlé por la influencia de variables
como la hora de deposicion y el peso de las muestras. El presente estudio tiene como
finalidad complementar el estudio realizado por Espinosa et al. (2015) al analizar 40
muestras de heces de grupos de leoncillos de Tiputini, 32 de San Pablo y de 32 de Puyo,
todas con un peso estandarizado de 0,05 g. Para los analisis se considerd la hora de
deposicion de todas las muestras y, en lo posible, la edad y el sexo de los individuos. Con
base en la informacion que existe acerca de los agentes estresantes en los primates y los
resultados de Espinosa et al. (2015), se esperaria encontrar mayores niveles de cortisol en
las muestras de heces de leoncillos provenientes del Puyo, por su condicién de cautiverio,
seguido por San Pablo, un area altamente disturbada y al final Tiputini, un bosque en buen

estado de conservacion.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

e Evaluar los niveles de cortisol en heces de tres poblaciones de leoncillos (Cebuella
pygmaea) de la Amazonia ecuatoriana mediante pruebas enzimaticas de
inmunoanalisis (EIA), con la finalidad de relacionarlos con los niveles de estrés a

los que estan sometidas estas poblaciones.

2.2. Objetivo especifico

e Conocer los niveles de cortisol de las tres poblaciones en estudio.
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e Evaluar la influencia de factores antropogénicos como el cautiverio y la

fragmentacion de los bosques sobre los niveles de cortisol de los leoncillos.

e Estimar los niveles de cortisol dependientes de la edad, sexo y la hora de deposicion

para evaluar mas objetivamente los efectos antropogénicos y ambientales.

3. JUSTIFICACION
En general, los primates son un patrimonio natural Unico para las presentes y futuras
generaciones. Son muy importantes para mantener la estructura y dindmica de los
ecosistemas tropicales debido a que distintas especies cumplen roles ecolégicos diversos
como polinizacion, dispersion de semillas y como eslabon importante en la cadena tréfica

(de la Torre, 2010).

Es importante mencionar que todas las especies de primates en el Ecuador estan
amenazadas por las actividades humanas, y C. pygmaea es una de las mas vulnerables por
su especificidad de su alimentacion y habitat (De la Torre, 2000). Estudiar los niveles de
estrés de poblaciones de esta especie que viven en ambientes con diferentes grados de
alteracion es importante para entender y manejar adecuadamente los factores estresantes

que afectan a los individuos y a la viabilidad de las poblaciones.

Esta investigacion busca relacionar el nivel de estrés al que estan sometidas tres
poblaciones de leoncillos debido a factores antropogénicos como el cautiverio y la
fragmentacion de los bosques. La informacion generada por este estudio servird de base
para promover mejores programas de manejo y conservacion de la especie tanto in situ

como ex situ.



21

4. AREA DE ESTUDIO

El presente proyecto analiza la concentracion de cortisol en tres poblaciones de
leoncillos de la amazonia ecuatoriana: Tiputini, San Pablo y Puyo. La estacion de
biodiversidad Tiputini-USFQ, esta ubicada en la rivera norte del rio Tiputini, cuenta con
638 hectareas de bosque hdimedo tropical, en donde mas del 90% de sus bosques son terra
firme y el resto representa a ciertas areasde varzea en la zona riverina y algunos parches de
igap6. La estacion cientifica representa un area pristina de la selva amazonica con
esencialmente sin impacto humano. De la Torre y colaboradores (2009) han estudiado
diversas poblaciones de leoncillos en la localidad de San Pablo desde el afio 2001, la misma
que representa a un bosque de varzea altamente fragmentado a las orillas del rio Aguarico.
Los remanentes de bosque en esta localidad estan rodeados de parcelas de pasto.
Finalmente, en la localidad del Puyo el grupo de leoncillos habitan en el centro de rescate

de vida silvestre Yanacocha en donde los animales viven en semicautiverio.

Las muestras de heces pertenecientes a la localidad del Puyo fueron colectadas en
Junio de 2013, Diciembre de 2014 y Mayo de 2014; para Tiputini (T1, T5, T6), Mayo-

Junio de 2014 y Mayo-Junio del 2016. Finalmente para San Pablo, Marzo y Abril del 2014.

4.1. Poblacién del Puyo, provincia de Pastaza
Los individuos en cautiverio pertenecen todos a un grupo que vive en el centro de
rescate de vida silvestre Yanacocha, localizado en el km 3 de la via al Tena (UTM, zona 18,
9WGS84 9838712 S- 167707 E), en la Provincia de Pastaza, canton Pastaza, parroquia

Puyo.
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4.2.Poblacién de San Pablo, provincia de Sucumbios
Los individuos de esta poblacion pertenecen a un solo grupo que habita en un
bosque varzea con un alto grado de fragmentacion, a orillas del rio Aguarico en las

coordenadas (UTM, zona 18, PSAD 341767 E- 9969737 N).

4.3. Poblacion Tiputini, provincia de Orellana
Los grupos de leoncillos viven en zonas aledafias a los senderos de la estacion de
Biodiversidad Tiputini, USFQ. Esta poblacion estd menos expuesta a las actividades
antropogénicas, los bosques en esta zona no estdn fragmentados. Las muestras se
obtuvieron de tres grupos con las siguientes coordenadas de referencia UTM, zona 18,
WGS84: T1 (371669E — 9929379 S), T5 (371563 E - 9930213 S) y T6 (372797 E-

9928871 S).

5. MATERIALES

5.1. Recoleccion de muestras de heces

e Muestras de heces de poblaciones de leoncillos (Puyo, San Pablo, Tiputini)

e Tubos eppendorf 2 mL

e Pinzas

¢ Red de polipropileno

e Etanol al 96%

5.2. Extraccion y medicién de cortisol a partir de muestras de heces de leoncillos

e Muestras de heces de C. pygmaea recolectadas en Puyo, San Pablo y Tiputini



Kit Oxford Biomedical "Cortisol EIA Kit" que contiene:

EIA Buffer

TMB Substrate

10x Wash Buffer

Cortisol-HRP Conjugate

Cortisol Standard

Coated Plate

Etanol potable 96%

Vortex (VWR ®)

Cama de arena (Thermo Scientific TM)

Céamara de flujo laminar (Labconco TM)

Micro centrifuga (Eppendorf TM)

Lector de microplatos DYNEX MRX (Dynex Technologies ®)

Programa GraphPad Prism 6.01

23
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6. METODOS

6.1. Coleccion de las muestras

Para los primates en cautiverio, las heces fueron recolectadas en cuanto fueron
excretadas por los animales en la plataforma de alimentacion o en otros lugares de la jaula.
Para los primates de vida libre, se coloco una red debajo de los &rboles de alimentacion y se
colectaron las muestras, en lo posible, al momento de ser excretadas. De cada muestra se
registrd informacion sobre el grupo donde fue colectada, la hora de coleccién/excrecion vy,
de ser posible, la identidad (sexo, edad) del individuo que la produjo. Se colocaron las
heces en tubos Eppendorf de 2 mL con alcohol al 96% y fueron trasladadas al laboratorio

de Biotecnologia Vegetal USFQ.

6.2. Extraccion de cortisol a partir de muestras de heces

Se utilizé el protocolo propuesto por Ziegler y colaboradores (1995), el mismo que
fue estandarizado para utilizar muestras fecales de leoncillos por Espinosa et al. (2015).
Cada muestra fue colocada en un pesaobjetos de plastico con su respectiva rotulacion,
después fue secada en la estufa a 28 grados centigrados durante 6 horas; al finalizar este
tiempo se incubd la muestra durante toda la noche a temperatura ambiente en el mismo
pesaobjetos de plastico. Se tomaron 0,059 de material fecal seco para el analisis. Las
muestras que no alcanzaron el peso indicado fueron descartadas. Luego, se trituré la
muestra en un mortero hasta convertirla en polvo fino. Enseguida, se repartio
equitativamente la muestra en cuatro tubos Eppendorf de 1.5 ml y se agregé en cada tubo
625 uL de agua destilada conjuntamente con 625 uL de etanol al 96%. Se mezcld con el

Vortex por 10 minutos. Finalmente, se centrifugo a 13200 rpm por 20 minutos. Cuando no
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fue posible su procesamiento inmediato, las muestras fueron almacenadas a -20 grados

centigrados.

Dentro de la camara de flujo laminar, de cada uno de los 4 tubos de la muestra se
pipetearon 25 uL de sobrenadante en un tubo Eppendorf de 0.2 ml para obtener un volumen
final de 100 uL. Se colocaron los tubos abiertos en la cama de arena durante 3-4 horas a 60
grados centigrados hasta que el liquido se evapord. Se afiadieron 100 uL de buffer EIA
(buffer de extraccion) en cada uno de los tubos y por ultimo se realizd un spin en la

centrifugadora por 8 segundos.

6.3. Preparacion de diluciones para la curva estandar
Se utilizaron diversas diluciones de cortisol provenientes del kit de Oxford Biomedical
“Cortisol EIA kit”. Las diluciones fueron realizadas en base al protocolo establecido en el

Kit.

6.4. Ensayos enzima inmunoanalisis (EIA) para la medicion de cortisol en heces

Para tener un analisis cuantitativo de cortisol en las heces, se afiadieron 50 uL de las
muestras y de las diluciones de cortisol para la curva estandar en los pocillos del microplato
por duplicado. Ademas, se afiadieron 50 uL de la diluciéon del conjugado de hormona,
Cortisol-HRP, en cada pocillo, y se incubé a temperatura ambiente durante una hora.
Después, muy cuidadosamente, se lavaron los pocillos del microplato, con 300 uL del
buffer de lavado por tres ocasiones. Enseguida, se afiadieron 150 uL del sustrato TMB en
los pocillos utilizados y se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos. Finalmente,
se ley6 el microplato a 630 nm en el lector DYNEX MRX del laboratorio de Enfermedades

Tropicales de la USFQ.
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6.5 Analisis de datos

Con las concentraciones de cortisol obtenidas se realiz6 un ANOVA multifactorial
con poblacion, hora de deposicion (mafiana 06h00 a 12h00, y tarde 12h01 a 18h00), y sexo
como factores. Los test post-hoc se hicieron con el test de separacion de medias de Tukey.
Antes de realizar estos analisis se elaboré una prueba de normalidad de los datos por cada
poblacion (prueba de D’agostino & Pearson). Se utilizé un valor alfa de 0,05 y todas las

poblaciones pasaron la prueba de normalidad.

7. RESULTADOS

Los valores promedio de cortisol obtenidos por poblacion fueron, para Tiputini, 104 +
41 ng/g; para la poblacion del Puyo 84 + 30 ng/g y para la poblacién de San Pablo 57 + 15
ng/g. Estas diferencias son significativas (Fig.1). El test de separacion de medias de Tukey
evidencid que la poblacién de San Pablo se diferencia significativamente de las poblaciones
de Tiputini y Puyo. Mientras que entre las poblaciones de Puyo y Tiputini no hay una

diferencia significativa en los niveles de cortisol fecal de las poblaciones.

En Tiputini, se analizé si existen diferencias entre los grupos T1, T5 y T6 y se
encontré que la diferencia entre los tres grupos en los niveles de cortisol fecales no fue

significativa (F 2,35 = 0.31, p=0,7355) (Fig. 2).

La hora de deposicion del material fecal y el sexo de los individuos no tuvieron un
efecto significativo sobre los niveles de cortisol. (Hora de deposicion F 114 = 0,4831 p=

0,4884); sexo (F 114 = 1,256 p= 0,2813) respectivamente (Fig. 5y 6).
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8. DISCUSION
Los estudios de estrés en vertebrados provienen de dos frentes, el mas
representativo surge de la comunidad biomédica y en la minoria estan aquellos que trabajan
midiendo el estrés en la naturaleza como es el caso de los bidlogos conservacionistas y los
écologos fisologicos. Una diferencia fundamental de cémo el estrés es estudiado en la
naturaleza y dentro el laboratorio radica en los factores ecologicas que ejercen presion a los
animales en estado silvestre y que no se expresan de la misma manera en animales de

laboratorio (Boonstra, 2013).

En la literatura biomédica los impactos que tiene los estresores cronicos estan
relacionados con patologia, y esta palabra no estd4 asociada Unicamente a enfermedades
bacterianas, virales o parasiticas, también incluye una gran cantidad de problemas
sistétmicos como hipertension, enfermedades cardiovasculares, Ulceras, entre otras. Bajo
este punto de vista, las consecuencias que tiene el estrés cronico sobre el eje Hipotalamo-
Pituitario-Adrenal (HPA) implican que este no esté siendo regulado de manera 6ptima o no
funciona como deberia. El estrés cronico se cree que se da cuando la retroalimentacion
negativa entre los glucocorticoides y el cerebro falla. Una manera invasiva de evaluar estrés
croénico y que permite también monitorear el sistema de retroalimentacion negativo en
animales de vida silvestre es medir la resistencia a la dexametosona. Este es un
glucocorticoide artificial, que al ser inyectado en el animal deberia reducir el nivel de
glucocorticoides presentes en la sangre, sin embargo, en animales cronicamente estresados
esto no ocurre. Como consecuencia del estrés cronico en la fisiologia de un animal puede
darse supresion de la digestion y reproduccion, inmunosupresion. La consecuencia neta es

la reduccion en el fitness (reproduccién y supervivencia) del animal (Boonstra, 2013).
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A pesar de que la mayoria de la comunidad cientifica, incluyendo a ecélogos
fisioldgicos aceptan que el estrés cronico resulta en patologia, existen varios investigadores
como Boonstra (2013) y Romero (2014) que sugieren que el estrés crénico a pesar de que
tiene repercusiones en el fitness de un individuo, a largo plazo es parte de las experiencias
normales de muchos animales que viven en la naturaleza y es parte de las adaptaciones

evolutivas a largo plazo a diversas presiones ecoldgicas.

Entre los objetivos planteados para este estudio estuvo el cuantificar los niveles de
cortisol presentes en las heces de individuos de C. pygmaea en tres poblaciones de la
Amazonia ecuatoriana y relacionarlos con los niveles de estrés a los que estan sometidas las
poblaciones. Como se observa en la figura 1, hay una mayor concentracion de cortisol en

las muestras de Tiputini, en comparacién con las poblaciones de San Pablo y Puyo.

Es posible que el perfil de cortisol obtenido en Tiputini, el lugar con menor impacto
antropogénico, representen una ventaja fisiologica al momento de lidiar con los estresores
que pueden predominar en un bosque pristino, como por ejemplo la depredacion (Boonstra,

2013).

Fisiologicamente hay dos respuestas que pueden tener las presas frente un alto
grado de depredacion, la primera es mostrar una respuesta de estrés aguda bajo el intento de
depredacion. La segunda es mostrar tanto una respuesta de estrés aguda de corta duracion,
asi como una respuesta de estrés cronica de largo plazo. Esta ultima resulta en una memoria
de anticipacion del ataque que mejora la vigilancia y aumenta el miedo en el individuo

(Boonstra, 2013).
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Los efectos directos de la depredacion son obvios. Sin embargo, los efectos
indirectos son variables, pues existe cierta plasticidad entre las especies en la respuesta a un
alto riesgo de depredacion a largo plazo. En ciertas interacciones depredador-presa, la presa
ve a su depredador como un estresor agudo y no hay manifestaciones de efectos indirectos
a largo plazo. En otras ocasiones, la presa estad cronicamente estresada por el aumento de
riesgo de depredacion. Para evaluar si la presa ha estado cronicamente estresada por sus
depredadores se deberian examinar todas las manifestaciones de estrés cronico que hay y
estas son un aumento en los niveles de glucocorticoides, decaimiento de la globulina de
unién a corticoesteroides, resistencia a dexametosona, incremento en la gluconeogénesis

con altos niveles de glucosa y una menor cantidad de &cidos grasos libres (Boonstra, 2013).

Es dificil predecir los efectos de la cautividad en relacion a los niveles de cortisol
presentes en las heces de leoncillos de Yanacocha (Puyo) debido a que no se conoce cuales
son los niveles basales de glucocorticoides para esta especie. Ademas, existe la posibilidad
de introducir un sesgo al estudio por la aclimatacion dada al no medir los niveles de cortisol
a través del tiempo desde que los animales fueron puestos en semicautiverio. En este
estudio se reportd una diferencia estadisticamente significativa entre los niveles de cortisol
de las poblaciones de Puyo y San Pablo que, sumada a los resultados obtenidos en la
investigacion de Espinosa et al. (2015) sugiere que el cautiverio tiene cierto efecto en los
niveles de estrés de los individuos. Animales que estan en cautividad enfrentan
perturbaciones a sus patrones de comportamiento natural y condiciones ecologicas que
pueden incrementar el estrés. La presencia continua de humanos (Davis et al.,2005),
cambios en patrones de agrupamiento de los individuos y el suministro de recursos

alimenticios artificiales pueden ser estresores importantes para animales que estan en
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cautividad. Un estudio realizado por Rangel-Negrin et al. (2009) encontr6 que el mono
arafa (Ateles geoffroyi) los niveles de glucocorticoides fecales son menores en individuos
que habitan en areas conservadas comparado con individuos que viven en areas
fragmentadas y en cautividad. Sin embargo, cuando se trabaja con animales en cautiverio,
es indispensable tomar en cuenta el tiempo que los animales pasen en cautiverio ya que va a
influenciar sus concentraciones basales de glucocorticoides asi como su sensibilidad al
estimulo. De ser posible, cualquier estudio que se realice con animales en cautividad debe
considerar el tiempo para la aclimatacion e incorporar esta informacion en el estudio

(Millispaugh, 2004).

Varios estudios se han enfocado en el impacto de la fragmentacion y la calidad del
habitat con los niveles de glucocorticoides, la mayoria de estudios encuentran una relacion
positiva entre las perturbaciones y los niveles de glucocorticoides (Busch & Hayward,
2009), como es el caso del aullador carayd negro (Alouatta caraya) y el agateador negro
(Certhia familiaris) en el estudio realizado por Martinez-Mota et al. (2007) y Soursa et al.
(2003) respectivamente. Por el contrario, Munshi-South et al. (2008) encontraron que una
poblacion de elefantes africanos del bosque (Loxodonta cyclotis) que habitan junto a
campos petroleros tiene menor concentracién de glucocorticoides fecales comparada con
individuos que viven en los alrededores del parque nacional (Busch & Hayward, 2009). Por
lo tanto, el impacto en la calidad del habitat y la fragmentacion puede ser variable. Los
leoncillos de la localidad de San Pablo habitan en un bosque altamente fragmentado.
Sorprendentemente, es la poblacion con menores niveles de cortisol fecal. Es posible que
los individuos estudiados se fueran aclimatando gradualmente a su entorno, a la presencia

humana y a la escasez de predadores. Desde que de la Torre y colaboradores (2009)
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comenzaron a estudiar esta poblacion en el 2001 se han reportado varios casos de
desaparicion de grupos, el grupo del que se recolectaron las muestras es el Unico que
sobrevive hasta ahora, posiblemente por su capacidad, natural o adquirida, de tener niveles

bajos de cortisol y de estrés.

En cuanto al sexo de los individuos se sabe que puede tener un efecto en los niveles
de cortisol medidos en heces como es el caso del ledbn marino (Eumetopias jubatus) y del
titi comun (C. jacchus). En este Ultimo se encontrd que los niveles de cortisol fecal en
hembras ( X =216.30 +41.67ng/g) es mayor que en machos (X = 63.38 +
6.99ng/g) (Keay, 2006). En mi estudio la muestra que mayor concentracion de cortisol
tiene es T40 (con 152,56 ng cortisol/ g muestra), que proviene de una hembra adulta,
mientras que la muestra mas alta para el sexo opuesto es T24 (con 123,45 ng cortisol/ g
muestra). Para ver la influencia del sexo en los niveles de cortisol, se analizaron todas las
muestras de las que se tenia informacion del sexo de los individuos, en total 9 muestras por
cada sexo, pero no encontré diferencias significativas entre el nivel de cortisol fecal y el

sexo de los individuos (p=0,3220) (Fig 6).

En cuanto a la hora de deposicién del material fecal, se han reportado ritmos diarios
de excrecién de los niveles basales de glucocorticoides para muchas especies silvestres
incluyendo al titi comudn (C. jacchus), en donde un estudio determind que en hembras los
valores més elevados de cortisol fecal se dan en la tarde. Sin embargo, en los machos no
hubo variacion significativa en el perfil de cortisol fecal al comparar muestras obtenidas en
la mafiana de (06h00-12h00) y en la tarde (12h01-17h00), (Ferreira, et al., 2011). En esta
investigacion no se encontro una influencia significativa de la hora del dia (F 1 g9 =7.102e-

005 'h=0,06851) (Fig 5).
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CONCLUSIONES
La poblacion de Tiputini presenta los niveles de cortisol méas altos y variables,
posiblemente por la complejidad de los factores ambientales, incluida la

depredacion, asociados a bosques bien conservados.

No encontré diferencias significativas entre los niveles de cortisol fecal y la hora de

recoleccion.

No encontré una diferencia significativa entre los niveles de cortisol y el sexo de los

individuos.

Existen diferencias significativas en los niveles de cortisol encontrados entre las
poblaciones de Puyo y San Pablo, que sugieren que el cautiverio tiene un impacto

significativo en los niveles de estrés de los individuos de esta poblacion.

RECOMENDACIONES

En un andlisis posterior, deberian relacionarse los registros de intentos de
depredacion y/o presencia de depredadores potenciales en los territorios de

leoncillos, con los niveles de cortisol fecal.

Se sugiere, recolectar, en lo posible, mas muestras que detallen informacién del
sexo, la edad, hora de recoleccion y actividades previas del individuo, de las
poblaciones en estudio y de nuevas poblaciones afectadas diferencialmente por

actividades humanas.

Para evaluar el potencial efecto del estrés sobre la supervivencia y reproduccion de

los individuos y sobre la dindmica de las poblaciones de esta especie, es necesario
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relacionar los niveles de cortisol de cada uno de los grupos con sus tasas de
reproduccion, asi como con las tasas de desaparicion de grupos y la densidad de

individuos de cada poblacion.
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12. TABLAS Y ANEXOS
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Figura 1. Media + SD de los niveles de cortisol fecal para las tres poblaciones de C.

pygmaea estudiadas. Localidad (F ,, g = 19.53, P < 0.0001).
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Figura 2. Niveles de cortisol fecal y los grupos de leoncillos estudiados en la estacion

bioldgica Tiputini, USFQ. (F 235 = 0.31, P=0.7355)
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Figura 3. Niveles de cortisol fecal de muestras excretadas en la mafiana (06h00 a

12h00) y tarde (12h01 a 18h00) en las tres poblaciones.
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Figura 4. Niveles de cortisol fecal en machos y hembras.
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Tabla 1. Concentracién de cortisol en muestras de heces de leoncillos analizadas

provenientes de la localidad de Puyo (YC).

Nomenclatura concent_raci(’)n g Factor Concent_racién
muestras ng cortisol/ml | %B/B0 | muestra . de' , ng cortisol/g
muestra seca dilucion muestra
1 YC35 1,29 15,1 0,05 100 128,67
2 YC36 1,19 16,7 0,05 100 118,96
3 YC37 1,06 19,3 0,05 100 106,32
4 YC39 0,97 21,6 0,05 100 97,40
5 YC40 0,74 30,1 0,05 100 73,50
6 YC4l 0,85 25,3 0,05 100 85,46
7 YC43 0,62 36,1 0,05 100 62,17
8 YC44 0,68 33 0,05 100 67,60
9 YC45 0,81 26,8 0,05 100 81,26
10 YC47 0,77 28,5 0,05 100 77,21
11 YC19 1,55 20,5 0,05 100 155,02
12 YC24 1,31 25,48 0,05 100 131,49
13 YC28 1,31 25,56 0,05 100 131,16
14 YC18 1,13 30,58 0,05 100 112,67
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15 YC9 1,11 30,99 0,05 100 111,33
16 YC13 1,06 32,69 0,05 100 106,04
17 YC1 1,06 32,77 0,05 100 105,80
18 YC26 0,96 36,23 0,05 100 96,13
19 YC16 0,88 39,7 0,05 100 87,63
20 YC20 0,78 44,28 0,05 100 77,91
21 YC29 0,74 46,08 0,05 100 74,48
22 YC8 0,67 50,25 0,05 100 67,24
23 YC27 0,65 51,4 0,05 100 65,39
24 YC14 0,65 51,46 0,05 100 65,30
25 YC6 0,64 52,03 0,05 100 64,41
26 YC15 0,58 56,26 0,05 100 58,24
27 YC7 0,57 57,17 0,05 100 57,01
28 YC5 0,57 57,33 0,05 100 56,80
29 YC11 0,56 58,24 0,05 100 55,60
30 YC12 0,43 68,82 0,05 100 43,48
31 YC23 0,35 78,67 0,05 100 34,57
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32

YC30

0,28

88,13

0,05

100

27,53

Tabla 2. Concentracién de cortisol en muestras de heces de leoncillos analizadas

provenientes de la localidad de San Pablo (SP).

Concentracion

Nomenclatura concent_racién g Factor cortisol ng

muestras ng cortisol/ml | %B/B0 | muestra _ de_, cortisol/g

muestra seca | dilucion muestra
1 SP1 0,52 54,7 0,05 100 52,13
2 SP2 0,49 57,2 0,05 100 49,35
3 SP3 0,64 449 0,05 100 64,48
4 SP6 0,75 38,1 0,05 100 74,93
5 SP7 0,67 42,9 0,05 100 67,37
6 SP9 1,47 14,3 0,05 100 146,86
7 SP10 0,62 46,9 0,05 100 61,68
8 SP15 0,48 58,4 0,05 100 48,02
9 SP17 0,42 64,1 0,05 100 42,15
10 SP22 0,51 55,5 0,05 100 51,15
11 SP33 0,67 51,7 0,05 100 67,38
12 SP40 0,72 48,4 0,05 100 72,08
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13 SP41 0,65 53,7 0,05 100 64,58
14 SP45 0,59 58,3 0,05 100 58,76
15 SP44 0,61 56,2 0,05 100 61,33
16 SP46 0,71 48,9 0,05 100 71,32
17 SP35 0,68 o1 0,05 100 68,36
18 SP48 0,64 54,4 0,05 100 63,65
19 SP8 0,65 52,7 0,05 100 65,37
20 SP11 0,87 40,7 0,05 100 87,38
21 SP16 0,77 45,7 0,05 100 77,17
22 SP19 0,51 63 0,05 100 51,48
23 SP21 0,60 56,7 0,05 100 59,60
24 SP25 0,71 48,9 0,05 100 71,42
25 SP32 0,91 39,3 0,05 100 90,63
26 SP34 0,47 67 0,05 100 46,97
27 SP42 0,59 57,3 0,05 100 58,79
28 SP43 0,53 61,9 0,05 100 52,88
29 SP47 0,94 37,8 0,05 100 94,38
30 SP49 0,42 71,4 0,05 100 42,41
31 SP50 0,57 58,5 0,05 100 57,12
32 SP51 0,59 56,9 0,05 100 59,30
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Tabla 3. Concentracién de cortisol en muestras de heces de leoncillos analizadas

provenientes de la localidad de Tiputini (T).

Nomenclatura concent_raci()n g Factor Concent!’aci()n
muestras ng cortisol/ml | %B/B0 | muestra _ de_ , ng cortisol/g

muestra seca dilucion muestra

1 T2 0,82 42,15 0,05 100 82,24

2 T3 0,62 53,83 0,05 100 61,70

3 T4 0,81 42,68 0,05 100 81,13

4 T5 2,10 12,54 0,05 100 210,20

5 T6 1,77 16,89 0,05 100 176,62

6 T7 1,11 31,05 0,05 100 111,13

7 T8 0,94 36,94 0,05 100 94,29

8 T9 1,82 16,12 0,05 100 181,88

9 T10 1,18 29,09 0,05 100 117,71

10 T11 0,79 43,64 0,05 100 79,18

11 T15 0,90 38,52 0,05 100 90,40

12 T16 1,11 31,05 0,05 100 111,13

13 T17 1,97 14,16 0,05 100 196,52

14 T18 0,82 42,15 0,05 100 82,24
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15 T20 0,96 36,46 0,05 100 95,52
16 121 0,79 43,59 0,05 100 79,28
17 122 0,92 37,85 0,05 100 92,02
18 T23 0,72 47,22 0,05 100 72,40
19 T24 1,23 27,51 0,05 100 123,45
20 T26 1,22 27,99 0,05 100 121,66
21 128 2,06 12,97 0,05 100 206,41
22 T29 1,40 23,44 0,05 100 140,38
23 T30 0,53 60,48 0,05 100 52,76
24 T27 0,57 57,18 0,05 100 57,00
25 T31 0,64 52,15 0,05 100 64,23
26 T32 0,74 46,27 0,05 100 74,13
27 T33 1,47 22,15 0,05 100 146,52
28 T34 1,33 25,17 0,05 100 132,77
29 T35 3,16 4,31 0,05 100 315,65
30 T36 1,68 18,18 0,05 100 168,36
31 T38 0,98 35,41 0,05 100 98,30
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32 T39 0,85 40,77 0,05 100 85,22
33 T40 1,53 20,96 0,05 100 152,56
34 T41 0,72 47,32 0,05 100 72,23
35 T42 1,44 22,63 0,05 100 144,18
36 T43 0,68 50 0,05 100 67,64
37 T44 1,03 33,64 0,05 100 103,23
38 T45 1,05 33,11 0,05 100 104,78
39 T46 0,69 49,09 0,05 100 69,16
40 T47 0,89 39,28 0,05 100 88,60
41 T48 0,80 43,06 0,05 100 80,35
42 T49 0,70 48,47 0,05 100 70,21
43 T50 0,52 61,34 0,05 100 51,72




