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RESUMEN

La hematologia es una herramienta muy Util que nos permite tener un panorama
general sobre la salud total de los animales, ademas permite diagnosticar varias
enfermedades y provee evidencia acerca de la condicidbn inmunolégica de los
individuos (Dierauf y Gulland, 2001; Cowell et al. 2009). ElI conocimiento del
estado de salud del lobo marino de Galapagos Zalophus wollebaeki y el
establecimiento de los valores de parametros sanguineos podrian ser de gran
ayuda debido a que el lobo marino actia como una especie centinela o
bioindicador para los ecosistemas costeros (Alava y Salazar, 2006).

El estudio se llevé a cabo dos colonias de Z. Wollebaeki de la isla San Cristobal;
una colonia con gran actividad antropogénica: Bahia Naufragio (0°53’44.27”S
89°36'33.48’0) y una colonia con minimo impacto humano: Punta Pitt
(0°42’36.88”"S 89°15’12.02"0).

Se recolectd un total de 60 muestras de sangre de juveniles para realizar los
analisis hematoldgicos, 33 muestras correspondieron a lobos localizados en Bahia
Naufragio, en diferentes playas (18 individuos en Zona Naval y Playa de los
Marinos, 10 individuos en Playa Mann y 5 individuos en Punta Carola) y 27
muestras corresponden a lobos localizados en Punta Pitt. Las muestras fueron
colectadas entre el 3y el 13 de julio de 2014.

Durante este estudio se ha encontrado diferencias significativas para varios
parametros sanguineos y la longitud estdndar (EL) entre los individuos de la
colonia de Bahia Naufragio (mayor impacto humano) y la colonia de Punta Pitt
(menor intervencién antropogénica), lo que sugiere que la presencia de humanos y
sus actividades influyen en el tamafio y estado de salud de Z. wollebaeki.

Palabras clave:

Hematologia, parametros sanguineos, impacto humano, salud, Zalophus
wollebaeki.



ABSTRACT

Hematology is a very useful tool that allows us to have an overview of the overall
health of animals and let us diagnose various diseases, also it provides evidence
on the immune status of individuals (Dierauf and Gulland, 2001; Cowell et al 2009).
The knowledge of Galapagos sea lion Zalophus wollebaeki health status and the
establishment of blood parameters values could be helpful as the Galapagos sea
lion acts as a sentinel species or coastal ecosystems bioindicator (Alava and
Salazar, 2006).

The study was conducted in two colonies of Z. wollebaeki in San Cristobal island, a
high anthropogenic activity colony: Shipwreck Bay (0 ° 53'44.27 "S 89 ° 36'33.48"
O) and a colony with minimal human impact: Punta Pitt (0 ° 42'36.88 "S 89°
15'12.02" O).

A total of 60 blood samples from juveniles were collected for hematological
analysis, 33 samples corresponded to sea lions located at Shipwreck Bay, at
different beaches (18 individuals from Zona Naval and Playa de los Marinos, 10
individuals from Playa Mann and 5 individuals from Punta Carola) and 27 samples
were taken from sea lions located in Punta Pitt. Samples were collected between
the 3 and 13™ of July, 2014.

The study demonstrate significant differences for various blood parameters and
standard length (EL) between individuals of the colony of Shipwreck Bay (greater
human impact) and the colony of Punta Pitt (less anthropogenic intervention), this
suggests that the human presence and its activities influence the size and health of
Z. wollebaeki.

Key words:

Hematology, blood parameters, human impact, health, Zalophus wollebaeki.



TABLA DE CONTENIDO

Tabla de CONtENIAO ... 9
I [ 1 Yo [ o 1[0 o SR 10
2. JUSHEICACION. ...t 13
3. OB JELIVOS. .. e 14
3.1.ObJetiVOS GENEIAlES. .. ...t 14
3.2. ObjetiVOS €SPECITICOS. ... ..t 14

A, Area de EStUAIO. ... ..o 15
5. MaterialeS y MEtOAOS. ... . .uue i 16
R Y = 1 (=T =1 [ 16
5.1.1. Obtencidn de muestras...........c.ooviieiiiiiii e 16
5.1.2. Registro MorfOmMeEtriCo.........covriieii e, 17
5.1.3. Conteo de gldbulos blancos y glébulos rojos............cccovviiininnnn... 17
5.1.4. Contaje diferencial de glébulos blancos.................ccooiiiiiinn. 17
5.1.5. HematoCritO. ... 18
5.1.6. AnAlisis estadiStiCOS. .......ooviiriiii e 19

L2 =1 (o Yo [0 19
5.2.1. ObtenciOn de MUESHIaS. .......cuviieiii e 21
5.2.2. Conteo de gldébulos blancos y glébulos rojos............ccooviiiiinnn... 21
5.2.3. Contaje diferencial de glébulos blancos..............c..ccooiiiiiiinnn. 21

5.2.4. HEMAOCKITO. ... 22

5.2.5. Valores calculados mediante férmulas de calculo........................ 23
5.2.6. AnAlisis estadistiCOS........oouiiriiii e 24
B. RESUNAUOS. .....eiiiiti e e 25
6.1. Conteo de globulos blancos y glébulos rojos..........ccoooiiiiiiiiiiiin. 25
6.2 Contaje diferencial de globulos blancos...............coooviiiiiiin 25
B.3HEMALOCITO. ... e 25
6.4 Valores determinados mediante férmulas de calculo............................ 26

T DISCUSION. ...t e s 28
S T @] o Tod 113 o] 1Y 32
O RECOMENUACIONES. ... ettt e e e e e e et eanes 33
10 BiblOGrafia. ... et 34
0 O 1= T o] = T 37

0 o U =T P 44



10

1. Introduccién

En el mar se acumulan contaminantes de escorrentia procedente de actividades
urbanas, industriales y agricolas, estas sustancias quimicas se entremezclan y
bioacumulan en la cadena alimentaria, como consecuencia se concentran en
animales con niveles troficos mas altos, como es el caso del lobo marino de
Galapagos Zalophus wollebaeki (Marine Mammal Commission, 1998; Samara,
2007). Ademas, la modificacion constante, dramatica y veloz de los ecosistemas
por parte de los humanos junto a la contaminacién ponen en riesgo la salud de las
especies que habitan las costas incluyendo la especie humana (Alava et al. 2006;
Brock, et al. 2012)

En las colonias reproductivas del archipiélago se han llevado a cabo varios
monitoreos para conocer las condiciones de salud en las que se encuentra la
poblacion de lobos marinos (mediciones y caracterizacion de toxicos
bioacumulables como bifenilos policlorados (PCBs), éteres difeniles polibromados
(PBDE) y dibenzofuranos policlorados (PCDF) (Alava et al. 2009), efectos
dediclorofenilcloroetano (DDT) (Alava et al. 2011), infecciones por leptospirosis
(Acevedo-Whitehouse, et al. 2003) y por rotavirus (Coria-Galindo et al. 2009),
presencia de parasitos (Daily et al. 2005), valoraciones de salud y estado
inmunologico (Paras et al. 2003; Actis, 2012; Brock et al. 2012), estos estudios
han mostrado varias anomalias en el estado de salud de Z. wollebaeki.

La hematologia es una herramienta muy Util que nos permite tener un panorama
general sobre la salud total de los animales, ademas permite diagnosticar varias
enfermedades y provee evidencia acerca de la condicion inmunoldgica de los
individuos (Dierauf y Gulland, 2001; Cowell et al. 2009). Mediante el andlisis
sanguineo se obtiene informacién detallada sobre las de células presentes en la
sangre, estas cumplen dos funciones importantes que son el transporte de
oxigeno (O,) y dioxido de carbono (CO,), y la proteccion inmunoldgica frente a
agentes extrafios. Los glébulos rojos (también llamados eritrocito o hematies)
presentan hemoglobina que es una proteina conjugada que se combina
reversiblemente con el O, y el CO,, de esta manera los glébulos rojos se encargan
del transporte gaseoso.

La cantidad de glébulos rojos permite determinar parametros sanguineos como el
contaje glébulos rojos (RBC) y valores determinados mediante formula de calculo
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como son: hemoglobina (Hb), valor corpuscular medio (VCM), concentracion
hemoglobina corpuscular media (CHCM) y hemoglobina corpuscular media
(HCM). Estos calores indican anemias, policitemias, deficiencias nutricionales
(vitaminas y minerales), problemas renales, pulmonares y de médula ésea (Davey
y Henry, 2007).

La cantidad de glébulos blancos (también llamados leucocitos) determina la
capacidad para combatir infecciones. Existen cinco tipos de glébulos blancos: (1)
Los neutrdfilos forman parte del sistema inmunitario innato, por lo que atacan de
manera réapida e inespecifica a agentes infecciosos; (2) Los linfocitos estan
involucrados en la respuesta del sistema inmunolégico adaptivo, producen
anticuerpos que reconocen y responden especificamente a agentes infecciosos;
(3) Los eosindfilos estan asociados a la respuesta inmune frente a macroparasitos
y alergias, un numero elevado de eosinofilos o eosinofilia indica presencia de
parasitos o alergias; (4) Los basofilos se encargan de iniciar el proceso de
inflamacion para combatir irritacion o lesiones; (5) Los monocitos fagocitan
microorganismos extrafios, células muertas y células viejas (Davey y Henry, 2007;
Brock et al. 2012).

El conocimiento del estado de salud del lobo marino de Galadpagos y el
establecimiento de los valores de parametros sanguineos podrian ser de gran
ayuda debido a que el lobo marino actla como una especie centinela o
bioindicador para los ecosistemas costeros (Alava y Salazar, 2006).

El lobo marino de Galdpagos Zalophus wollebaeki es una especie endémica de las
islas y en el 2008 la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN) lo declaré como especie en peligro de extincion por su distribucion limitada
al archipiélago, la fluctuacion poblacional que sufren las colonias y su descenso
demogréfico en las Ultimas cuatro décadas (Aurioles y Trillmich 2008). Las
principales causas para la disminucién de poblacion se debe a la escasez de
alimento por condiciones ambientales como el fendbmeno de El Nifio y a
actividades antropogénicas (Salazar 2005; Alva y Salazar 2006; Brock et al. 2012)

Se estima que en la isla de San Cristobal habita el 13% de la poblacién de lobos
marinos del archipiélago, este porcentaje esta distribuido en cinco colonias
reproductivas permanentes en los lugares de: La Loberia, Isla Lobos, EI Malecon,
Cerro Brujo y Punta Pitt (Alava y Salazar, 2006). La colonia mas grande,
aproximadamente 500 individuos en capacidad reproductiva, y la que presenta
mayor impacto antropogenico se encuentra en Playa de los Marinos localizada
cerca de El Malecon en Bahia Naufragio; los lobos de este sitio se relacionan con
los humanos por contacto directo, ademas de estar expuestos a animales
domésticos y desechos (Denkinger et al. 2012; Brock et al. 2012). Esto da lugar a
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la produccion de brotes de enfermedad y epidemias que pueden afectar
gravemente el estado poblacional y supervivencia de Z. wollebaeki (Denkinger et
al. 2012).

2. Justificacion

Para la conservacion del lobo marino de Galapagos (Zalophus wollebaeki) es
importante establecer una linea base sobre el estado de salud y establecer si
existen diferencias en cuanto a la salud de los animales que habitan colonias
gravemente afectadas por el impacto humano de colonias con menor intervencion
antropogénica. La poblaciéon de San Cristobal es de aproximadamente 7500
personas (INEC, 2010). La mayoria de la poblaciébn estd ubicada en Bahia
Naufragio, el area urbana de la isla y lugar donde se encuentra una de las colonias
mas grandes de San Cristobal. En Punta Pitt se encuentra otra colonia importante,
agui existe muy poca intervencion humana debido a que esta no es un zona
habitada (Fietz 2012).

Los hemogramas son examenes de diagnostico basico porque permiten evaluar
el estado general la salud de los animales y pueden ser utilizados como una
referencia cuantitativa (Dierauf y Gulland, 2001; Davey y Henry, 2007; Cowell et al.
2009). La sangre, al ser un fluido que recorre todo el cuerpo transportando
oxigeno y nutrientes, ademas de ser de vital influencia sobre el tiempo de buceo
del lobo marino de Galadpagos, presenta informacion valiosa sobre la salud de un
individuo y da a conocer la existencia de aflicciones como leucemias, linfomas,
anemias, alergias, infecciones, procesos virales, parasitosis, entre otros (Dierauf y
Gulland, 2001).

3. Objetivos

3.1. Objetivos generales

Establecer una linea base sobre el estado de salud general para dos colonias de
lobo marino, Zalophus wollebaeki, con diferente impacto humano en la Isla San
Cristobal

3.2. Objetivos especificos

e Establecer valores para recuento leucocitario (WBC x109/1) y eritrocitario
(WBCx1012/1), contaje diferencial de globulos blancos, valores de
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hematocrito en porcentaje, volumen corpuscular medio, hemoglobina
corpuscular medio y concentracién de hemoglobina corpuscular media.

e Comparar los valores obtenidos para los diferentes parametros entre las
dos colonias e identificar si existen diferencias entre sitios urbanos y sitios
no intervenidos.

4. Area de estudio

San Cristdbal es una de las 15 islas principales que conforman el archipiélago de
Galapagos, ubicado a 960 km de la costa de Ecuador continental. Las islas se
caracterizan por su origen volcanico. También se ven favorecidas porque en ellas
confluyen tres corrientes oceanograficas importantes que vuelven sus agua ricas y
diversas, la Corriente de Humbolt que proviene desde el sur, la Corriente
Superficial Surecuatorial desde el este y la Corriente Submarina de Cromwell
(Jackson, 1997; Palacios, 2002).

El estudio se llevd a cabo en la isla San Cristobal en las colonias de Bahia
Naufragio (0°53'44.27"S 89°36'33.48°0) y Punta Pitt (0°42’36.88"S
89°15’12.02”0) (Fig 1). Las muestras fueron colectadas entre el 3 y el 13 de julio
de 2014. Bahia Naufragio esta compuesta por cinco playas de arena, algunos
parches rocosos y la estructura del malecon. Esta zona se caracteriza por la
presencia de turistas, locales, barcos, animales domeésticos, ademas de que
desembocan las aguas servidas de San Cristébal. Por otra parte, Punta Pitt se
encuentra alejada de la poblacion en el extremo este de la isla. Presenta una
playa ovalada de aproximadamente 90 metros (http://www.galapagospark.org/;
Google Maps, 2013).

N
Océano Pacifico

Skm




Fig 1. Mapa de la Isla de San Cristobal y las dos colonias de lobo marino estudiadas:
Bahia Naufragio y Punta Pitt.

5. Materiales y Métodos
5.1. Materiales
5.1.1. Obtencién de muestras
5.1.1.1Sujecioén

- Redes

- Personal de apoyo

- Franela

5.1.1.2 Marcaje
- Tijeras
- Ficha de registro
- Lépiz
- Céamara de fotos

5.1.1.3 Toma de muestras de sangre
- Jeringas de 10 cc
- Agujas hipodérmicas 21G x 1 (heparinizadas)
- Alcohol antiséptico 70%
- Torundas sumergidas en Alcohol al 70%
- Torundas de algoddn secas
- Tubos EDTA
- Tubos tapa roja
- Heparina
- Guantes

5.1.2 Registro morfométrico
- Metro
- Ficha de registro
- Lépiz
- Cémara de fotos

5.1.3. Conteo de glébulos blancos y glébulos rojos

- Céamara de Neubauer
- Microscopio
- Cubreobjetos

- Pipetas de Thoma para glébulos blancos y globulos rojos

- Solucién para glébulos rojos (Citrato)
- Solucién para glébulos blancos (Leucotest)

14
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- Puntas para micropipetas
- Juego de micropipetas
- Guantes

5.1.4. Contaje diferencial de globulos blancos

- Microscopio

- Aceite de inmersion

- Frotis sanguineo (portaobjetos)
- Tincién Wright.

- Agua bidestilada

- Guantes

5.1.5. Hematocrito

- Microcapilar

- Plastilina

- Algoddn

- Tubos Falcon
- Centrifuga

- Guantes

5.1.6. Andlisis Estadisticos

Los resultados de las muestras obtenidas se analizaron mediante el programa IBM
SPSS Statistics 22.0 (se realizaron andlisis de varianza ANOVA vy analisis
multivariado MANOVA) para establecer una linea base sobre el estado de salud
de los lobos marinos de las colonias de Bahia Naufragio y Punta Pitt, ademas de
establecer si existen diferencias en cuanto a la salud debido a la diferencia de
impacto humano entre las colonias. Se trabaj6é con un valor de 0.05 para p.

5.2. Métodos

5.2.1. Obtencion de muestras

Se recolectd un total de 60 muestras de sangre para realizar los analisis
hematoldgicos, 33 muestras correspondieron a lobos localizados en Bahia
Naufragio, en diferentes playas (18 individuos en Zona Naval y Playa de los
Marinos, 10 individuos en Playa Mann y 5 individuos en Punta Carola) y 27
muestras corresponden a lobos localizados en Punta Pitt. Se capturé GUnicamente
juveniles con redes coOnicas especiales para captura de pinnipedos.
Posteriormente se sujeté e inmovilizd a los animales manualmente entre cuatro
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personas: se cubrié la cabeza con una tela de franela para tranquilizar al animal,
se sujeto las aletas pectorales haciendo presion, colocandolas hacia el dorso del
animal; se sujeto las aletas posteriores y la pelvis. No se emple6 anestésicos ni
tranquilizantes durante la manipulacion de los animales.

Una vez sujetos el animal se tom6 medidas de: longitud estandar (EL), longitud
curvilineal (CL), longitud aleta anterior (LFF), longitud aleta posterior (LHF),
circunferencia axilar (AxL), circunferencia maxima (UG) y circunferencia anal (AL).
Se colecté aproximadamente 5ml de sangre de la vena gluteo-caudal, por cada
animal. Se empleo jeringuillas con agujas hipodérmicas de 21G x 1. Se heparinizo
a las agujas para evitar la coagulacion de la sangre mientras esta era extraida. El
sitio de venopuncion fue desinfectado con torundas de algodén y alcohol al 70%
antes y después de la recoleccién de las muestras. La sangre recolectada fue
transferida a tubos con EDTA que fueron conservados en refrigeracién hasta su
analisis en el laboratorio. Simultaneamente se realiz6 tres frotis sanguineos por
cada muestra de sangre, una vez secos fueron almacenados en cajas porta
objetos. En el caso de las muestras recogidas en Bahia Naufragio, la sangre fue
refrigera entre 4 y 8 horas; las muestras recogidas en Punta Pitt fueron
refrigeradas entre 12 y 40 horas.

Una vez que las muestras fueron llevadas al laboratorio se midié los valores de
hematocrito mediante centrifugacion (12 298 fuerzas centrifuga relativas RCF),
recuento eritrocitario y leucocitario mediante la camara de Neubauer, recuento
leucocitario diferencial por medio de frotis sanguineo utilizando tinciébn Wright, y
mediante formulas de célculo se determiné valores de hemoglobina (Hb), Volumen
Corpuscular Medio (VCM), Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media
(CHCM), Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) (Davey y Henry 2007,
Campuzano 2007).

5.2.2. Contaje de glébulos blancos y globulos rojos

Para el recuento total de eritrocitos se utilizé6 una pipeta de Thoma con la que se
aspiré la sangre hasta la marca (0.5 ml). Se limpi6 la parte externa de la pipeta y
se aspird la solucién para glébulos rojos (citrato) hasta la marca (101), esto
permite obtener una una dilucién 1:200. La solucién se mezcl6 durante 2 minutos
(Davey y Henry 2007; Campuzano 2007).

Se descarto las primeras gotas y se limpi6 la parte externa de la pipeta. Se llend la
camara de Neubauer por capilaridad. Se esperd 3 minutos y se eliminé cualquier
burbuja de aire que se haya formado.

Para determinar la cantidad de globulos rojos se utilizo el lente de 40 X, se hizo el
recuento mediante el método manual (Davey y Henry 2007; Campuzano 2007).
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Para el recuento de leucocitos se llevo a cabo el mismo procedimiento que para el
recuento de eritrocitos empleando la solucion para glébulos blancos (Leucotest).
El recuento de glébulos blancos en la cAmara de Neubauer se realizé en los nueve
cuadros grandes y se multiplica por 1.1 y por 200 (se expresa leucocitos / ul)
(Davey y Henry 2007; Campuzano 2007).

5.2.3. Contaje diferencial de globulos blancos

Se utilizé tincion Wright para colorar los frotis sanguineos: 4 minutos de
coloraciéon, luego se extendié suavemente agua bidestilada por 4 minutos y
finalmente se lavo los frotis (Davey y Henry 2007; Campuzano 2007). Se hizo un
contaje de 100 leucocitos consecutivos, estos leucocitos fueron clasificados en
neutrdfilos, linfocitos, eosindfilos, baséfilos y monocitos. Los resultados se
expresan en porcentajes de cada tipo de leucocito que se observé durante el
recuento (Davey y Henry 2007; Campuzano 2007).

5.2.4. Hematocrito

Se homogenizé la sangre en el tubo con EDTA y se llend tres cuartas partes del
tubo capilar. El tubo se llena por capilaridad. Se limpia el capilar de los residuos de
sangre y se tap6 un extremo con plastilina. El procedimiento se hizo por triplicado.
Los tubos capilares fueron colocados individualmente dentro tubos Falcon. Para
asegurarlos, se colocé una cama plana de algodén en la base y en las paredes de
cada tubo Falcon. Los tubos fueron tapados y colocados en la centrifuga a 12 298
RCF Se midi6 el hematocrito con un calibrador la longitud total (plasmas + células)
y la parte corpuscular. Con los datos se calculé el hematocrito aplicando la férmula
(Davey y Henry 2007; Campuzano 2007):

) Parte corpuscular
Hematocrito = - x 100
Longitud Total

5.2.5. Valores determinados mediante formulas de calculo

Hemoglobina (Hb) (Davey y Henry 2007; Campuzano 2007).

_ Hematocrito (%)
B 3

Volumen Corpuscular Medio (VCM) (Davey y Henry 2007; Campuzano 2007).
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Hematocrito (%)x 10

millones
mm?3 sangre

VCM =

Eritrocitos (

)

Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM) (Davey y Henry
2007; Campuzano 2007).

; )
Hemoglobina |53—)x 100
CHC = (100ml)

Hematocrito (%)

Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) (Davey y Henry 2007; Campuzano
2007).

Hb x 100
Hematocrito (%)

HCM =

5.2.6. Andlisis estadisticos

Para comparar el numero de glébulos blancos y glébulos rojos por microlitro entre
las dos colonias, asi como entre hembras y machos de una misma colonia y entre
ambas colonias se utilizo el analisis de varianza (ANOVA).

El contaje diferencial de globulos blancos fue analizado mediante andlisis
multivariado (MANOVA), se compar0 el porcentaje de neutrdfilos, linfocitos,
eosindfilos, monocitos y basofilos entre ambas colonias, asi como entre hembras y
machos de una misma colonia y entre ambas colonias.

Los porcentajes de hematocrito y los valores determinados mediante férmulas de
calculo fueron analizados con el andlisis de varianza (ANOVA), se compararon
tanto los porcentajes de hematocrito como los valores determinados mediante
férmulas de célculo entre las dos colonias, asi como entre hembras y machos de
una misma colonia y entre ambas colonias.

6. Resultados

6.1. Conteo de globulos blancos y globulos rojos
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La cantidad de glébulos rojos y blancos vario de acuerdo al sexo y colonia de los
individuos (Tabla 1), sin embargo solo hubo diferencias significativas entre los
valores de recuento de globulos rojos entre las colonias (F= 14.761, gl= 1, p=
0.000334) (Tabla 2) (Fig 2).

6.2. Contaje diferencial de globulos blancos

El porcentaje de los cinco tipos de glébulos blancos varié de acuerdo al sexo y
colonia de los individuos (Tabla 1). Se encontré diferencias significativas entre
colonia (F= 3.3343, gl=1, p=0.012) (Fig 3). Especificamente se encontré
diferencias significativas para el porcentaje de neutrofilos (F= 4.801, gl=1,
p=0.033) y monocitos (F=11. 612, gl=1, p=0.001), Bahia Naufragio fue la colonia
gue presenté valores mayores (Tabla 4) (Fig 3).

6.3. Hematocrito

El valor de hematocrito difirid significativamente entre las colonias de Punta Pitt y
Bahia Naufragio (F= 21.166, gl= 1, p= 0.000028) (Tabla 5) (Fig4). De manera no
significativa, el hematocrito present6 diferentes valores de acuerdo al sexo en las
colonias. Las hembras de la colonia de Punta Pitt presentaron valores mayores
(67.091 + 8.669 %) a las hembras de la colonia de Bahia Naufragio (60.356 +
6.155 %); igualmente los machos de la colonia de Punta Pitt presentaron valores
mayores (71.408 = 11.231 %) a los machos de la colonia de Bahia Naufragio
(55.809 + 8.23 %) (Tabla 1).

6.4 Valores determinados mediante formulas de calculo

Hemoglobia

El valor encontrado para la hemoglobina fue significativamente diferente entre
ambas colonias, Punta Pitt fue la colonia que presentdé valores mayores (F=
21.166, gl= 1, p= 0.000028) (Tabla 6) (Fig5). Los valores para hembras y machos
fueron distintos para cada colonia pero no fueron significativos (Tabla 1).

Volumen Corpuscular Medio (VCM)
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No se encontrg diferencias significativas entre los sexos, ni entre la interaccion
entre factores sexo y colonia (Tabla 1) Se encontr6 diferencias significativas entre
el volumen corpuscular medio entre las colonias, Bahia Naufragio fue la colonia
que presentd valores mayores (F=6.247, gl= 1, p=0.015697) (Tabla 7) (Fig 6).

Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM)

No se encontré diferencias significativas entre los sexos, entre las colonias ni entre
la interaccion entre factores sexo y colonia (Tabla 1y 8) (Fig 7 y 8).

Hemoglobina Corpuscular Media (HCM)

Existen valores distintos pero no significativos para los diferentes sexos en las
colonias (Tabla 1).Se encontraron diferencias significativas entre el volumen
corpuscular medio entre las colonias, Bahia Naufragio fue la colonia que presento
valores mayores (F= 6.247, gl= 1, p=0.015697) (Tabla 9) (Fig 9).

Longitud estandar

Se comparo la longitud estandar entre los 60 individuos estudiados (14 hembras y
19 machos para Bahia Naufragio, y 16 hembras y 11 machos en Punta Pitt) y se
encontré una diferencia significativa entre las colonias, Punta Pitt fue la colonia
gue presentd individuos de mayor tamafio (F=4.930, gl=1, p=0.031) (Tabla 10) (Fig
10).

7. Discusion

Durante este estudio se ha encontrado diferencias significativas para varios
pardmetros sanguineos y la longitud estandar (EL) entre los individuos de la
colonia de Bahia Naufragio (mayor impacto humano) y la colonia de Punta Pitt
(menor intervencion antropogénica), lo que sugiere que la presencia de humanos y
sus actividades influyen en el tamafio y estado de salud de Z. wollebaeki.

La funcion principal de los globulos rojos es la de transportar oxigeno a los tejidos
y recoger el dioxido de carbono del cuerpo. Para facilitar el intercambio de estos
gases se emplea una proteina soluble que es capaz de transportar gases, la
hemoglobina (Davey y Henry, 2007; Cowell et al. 2009). En el caso del recuento
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de glébulos rojos, porcentaje de hematocrito y cantidad de hemoglobina se
encontré una diferencia significativa, los lobos marinos de la colonia de Punta Pitt
presentaron valores superiores a los de Bahia Naufragio. De igual manera, la
longitud estandar que presentan los individuos de la colonia de Punta Pitt es
mayor. Esto pudo significar que existe una relacion entre el tamafio y los
paradmetros sanguineos mencionados. Los estudios de Holland y Foster (1966) y
Prosmilow (1990) muestran que el tamafio y la masa corporal predicen una
cantidad significativa en la variacion en el recuento de células sanguineas, el
tamafo de las mismas y el contenido de hemoglobina. Una explicacion para estos
patrones observados es la influencia de las necesidades metabdlicas, donde las
tasas metabdlicas son mas bajas para animales mas grandes, por lo que la tasa
de transporte de oxigeno por volumen de sangre necesita ser mas rapido (Holland
y Foster, 1966; Promislow, 1990).

La dieta y estrategia de forrajeo son factores que también podrian influir en la
hematologia y el tamafio de Z. wollebaeki. Thomson et al. (1997) demostr6 que la
diferencia nutricional de las presas y la estrategia de buceo que se emplea para
cada una de ellas afectan los parametros hematoldgicos de la foca moteada
(Phoca vitulina). Si bien se ha considerado al lobo marino de Galapagos como un
depredador tope con un alto nivel de flexibilidad para sus hébitos de forrajeo,
estudios indican que de acuerdo a su ubicacion geografica presenta preferencias
alimenticias (Salazar, 2005; Paez-Rosas et al. 2014).

Segun el estudio de Paez-Rosas y Aurioles-Gamboa (2010) existen diferencias
significativas entre la dieta de tres colonias de lobo marino en la Isla de San
Cristébal. Salazar (2005) y P4ez-Rosas y Aurioles-Gamboa (2013) muestran que
existen preferencias en la dieta de Z. wollebaeki de acuerdo a las distintas
colonias. Las estrategias de forrajeo estan vinculadas con variaciones fenotipicas
entre los individuos dentro de una poblacién (Pdez-Rosas y Aurioles-Gamboa,
2010). La diferencia de tamafio entre los individuos de las dos colonias pueden
resultar en diferencias en la capacidad de buceo (Weise y Costa, 2007), que a su
vez produce distintas estrategias de buceo y dieta (Wolf et al 2008).

También es posible que las diferencies encontradas para la cantidad de
hemoglobina, neutréfilos y monocitos se deban a la presencia de infecciones en
los juveniles de Z. wollebaeki de la colonia de Bahia Naufragio, como expone
Brock et al (2012). Brock indica en su estudio que la colonia afectada por
actividades antropogénicas presentaba mayores niveles de infeccion o presion
inmunoestimulante que la colonia control, lo cual a su vez se vio reflejado en
valores mayores de los diferentes parametros sanguineos.
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Otra causa para la diferencia en la cantidad de hemoglobina, neutréfilos y
monocitos puede deberse a la presencia de contaminantes organicos y metalicos
producidos por actividades humanas en el area costera como la descarga directa
de aguas servidas, el vertimiento de desperdicios y la combustion de carburantes
de naves en el mar (Kakuschke y Prange, 2007). Los metales pesados son
capaces de influenciar la capacidad inmune de las células mediante varios
mecanismos. La cantidad de hemoglobina producida puede verse afectada por
intoxicacién con plomo, que es capaz de bloquear la sintesis del grupo hem de la
hemoglobina (Dierauf y Gulland, 2001; Actis, 2012). La presencia de este metal en
el mar se debe a las actividades de las embarcaciones y los desechos que
producen: residuos de aceites lubricantes, gasolina, pigmentos y esmaltes, asi
como actividades de fundicién y soldadura (Reuer y Weiss, 2002; Gulson et al.
2009). Estudios en varias especies de mamiferos marinos, incluyendo el lobo
marino sudamericano Otaria flavescens, muestran cémo los monocitos pueden
incorporar y almacenar metales pesados, como Mercurio y Selenio, en forma de
granulos minerales; dependiendo de la concentracibn de metales estos pueden
volverse toxicos para los glébulos blancos y para el sistema inmunolégico (Nigro y
Leonzio, 1996).

Otro de los contaminantes que puede intervenir en la actividad inmune de los
lobos marinos y causar las diferencias de porcentaje de monocitos y neutrofilos
entre las colonias es el Dicloro Difenil Tricloroetano (DDT). Si bien se desconoce
la procedencia exacta del DDT que se encuentra en Galapagos, estudios han
mostrado su bioacumulacién en el lobo marino y otros animales de vida silvestre
(Alava, 2009; Alava et al. 2011; Alava y Paez-Rosas, 2011). La concentracion de
DDT en Z. wollebaeki encontrado en andlisis realizados en el afio 2005 y 2008,
mostraron un incremento del 86% (Alava et al. 2011), estos valores son muy
cercanos a valores que pueden afectar el sistema inmunolégico del lobo marino;
ademas no se esta tomando en cuenta los efectos aditivos y/o sinergéticos de
otros contaminantes (Alava y Paez-Rosas, 2011).

Finalmente se atribuyen estas diferencias en los parametros hematolégicos a la
degradacion del habitat y los efectos negativos de la intervencion humana. En la
colonia de Bahia Naufragio estos cambios podrian estar asociados a una
“respuesta de estrés” debido a la continua exposicion a la presencia humana y sus
actividades (Rebar et al. 2002; Fiets, 2012; Montero-Serra et al. 2014). Fietz
(2012) menciona como la frecuencia de agresividad en Z. wollebaeki esta
directamente relacionada con la presencia de humanos a largo plazo; asi el nivel
de agresividad mas bajo fue encontrado en los lobos marinos de la colonia de
Punta Pitt. Aunque los lobos marinos de Galapagos presentan una gran
adaptacién a la convivencia con humanos, la exposicibn permanente podria
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ocasionar un incremento en el nivel de estrés a largo plazo, y afectar la salud y
supervivencia de los animales (Fietz, 2012; Montero-Serra et al. 2014).

8. Conclusiones

Es necesario y Util establecer parametros sanguineos que nos ayuden a
comprender de mejor manera el estado de salud del lobo marino de Galapagos
Zalophus wollebaeki; especialmente porque se trata de una especie endémica del
archipiélago, que se encuentra en peligro de extincion, y ademas es un
bioindicador (Dierauf y Gulland, 2001; Alava y Salazar, 2006 y Aurioles y Trillmich,
2008). Asi, se puede prever posibles riesgos que la especie pueda presentar
debido a préacticas humanas o cambios en las condiciones ambientales (Brock et
al. 2012).

No se encontrd diferencias significativas para los parametros sanguineos medidos
entre los sexos, la principal razén se debe a que los todos individuos analizados
eran juveniles. Probablemente las diferencias en los parametros sanguineos entre
hembras y machos aparecen una vez que los animales hayan alcanzado la
madurez.

El estado de salud reflejado en los andlisis hematologicos de esta especie
bioindicadora puede generar informacion valiosa para identificar enfermedades y
toxicos presentes en el mar, en peces y mariscos, para alertar a las personas que
habitan y realizan actividades recreacionales en estas areas costeras (Mancia et
al. 2011).

9. Recomendaciones

Estudios anteriores sugieren que la medicién de hematocrito puede verse afectada
por la captura, técnicas de manejo y metodologias en el laboratorio, por lo que los
datos de este estudio no deberian ser directamente comparados con otros
trabajos si el trabajo de campo y de laboratorio no ha sido realizado de la misma
manera (Catellini et al, 1996; Thomson, et al. 1997).

Es necesario realizar futuros trabajos para determinar si existen cambios a nivel
eritrocitario y leucocitario debido a diferentes dietas alimenticias en Zalophus
wollebaeki entre las colonias.
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11. Tablas

Tabla 1. Valores hematoldgicos (+ desviacion estandar) de Zalophus wollebaeki en
las colonias de Bahia Naufragio y Punta Pitt

Gldbulos rojos

Bahia Naufragio Punta Pitt
Hembras Machos Hembras Machos
Hematocrito (%) 60.356 £ 6.155 55.809 + 8.23 67.091 + 8.669 71.408 +11.231

Hemoglobina (g/dl)
Glébulos rojos (x10°

20.119 +2.052

18.603 +2.743

22.364 + 2.889

23.803 +3.744

Jul) 2.762+1.425  2.2577 +0.645 4.113 +1.933 3.843 +1.445
VCM (fl) 0.245+0.077  0.265+0.075 0.186 + 0.077 0.2111 + 0.096
HCM (pg) 0.082+0.0255 0.088 +0.0251 0.062 + 0.0258 0.070 + 0.0322

33.333+£5.889  33.333+5.202 33.333+4.847x10° 33.333 +3.523
CHCM (g/dl) x10™" x10™" B x10™"

Globulos blancos

Bahia Naufragio Punta Pitt
Tipos celulares Hembras Machos Hembras Machos
Gldébulos blancos 62 040 £ 30 60141.05+ 17 5212174+19737 10844047
(/ul) 016.99 410.99 851.55 708.78
Neutrdfilos (%) 55.92 + 16.55 48.38 £ 13.21 49.22 +11.51 52.77 £ 8.349
Linfocitos (%) 22.75+12.871 27.21+9.091 30.78 £ 10.38 31.73+9.15
Monocitos (%) 3.50+2.54 4.11+451 1.21+1.67 0.82+0.874
Eosinofilos (%) 16.50 £ 9.27 17.57 + 8.89 16.60 + 8.48 11.51+6.35
Basofilos (%) 2.25+2.05 2.24+2.02 4.39+5.,51 2.17+1.85



28

Tabla 2. Recuento de glébulos rojos (x desviacién estandar) de Zalophus wollebaeki en
las colonias de Bahia Naufragio y Punta Pitt

Colonia Sexo N RGR (millén/mm?3)

Bahia Naufragio Hembra 11 2.762 +1.425
Macho 19 2.257 £ 0.645
Total 30 244 £1.01

Punta Pitt Hembra 15 4.113+£1.933
Macho 11 3.843 +1.445
Total 26 3.999+1.717

Total Hembra 26 3.541+1.836
Macho 30 2.838 + 1.257
Total 56 3.165 +1.578

Tabla 3. Recuento de glébulos blancos de Zalophus wollebaeki en las colonias de Bahia

Naufragio y Punta Pitt

Colonia Sexo N RGR (/ul)
Bahia Naufragio Hembra 10 62040.000 + 30016.991
Macho 19 60141.052 + 17410.986
Total 29 60795.862 + 22030.31
5212174.000 +
Punta Pitt Hembra 15 19737851.549
Macho 11 108440.000 + 47708.785
3052901.923 +
Total 26 14992647.517
3152120.400 +
Total Hembra 25 15293395.039
Macho 30 77850.667 + 39159.094



Total

55

1475246.000 +
10312015.589
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Tabla 4. Contaje diferencial de glébulos blnacos de Zalophus wollebaeki en las colonias
de Bahia Naufragio y Punta Pitt

Colonia Sexo N media * desviacién estandar
Neu %
Bahia Naufragio Hembra 12 55.92 + 16.550
Macho 17 48.38 +13.214
Total 29 51.50£14.888
Punta Pitt Hembra 14 49.22 +11.513
Macho 11 53.77 £ 8.349
Total 25 51.22 +10.304
Total Hembra 26 52.31+14.179
Macho 28 50.50 + 11.683
Total 54 51.37 +£12.853
Lin %
Bahia Naufragio Hembra 12 22.7£12.871
Macho 17 27.21 +9.091
Total 29 25.37 +£10.831
Punta Pitt Hembra 14 30.78 £ 10.375
Macho 11 31.73£9.151
Total 25 31.20 £ 9.667
Total Hembra 26 27.07 £ 12.063
Macho 28 28.99 +9.221
Total 54 28.07 + 10.625
Eos %
Bahia Naufragio Hembra 12 16.50 £ 9.269
Macho 17 17.57 + 8.882
Total 29 17.13 £ 8.894
Punta Pitt Hembra 14 16.60 + 8.481
Macho 11 11.51 +6.346



Total 25 14.36+ 7.898
Total Hembra 26 16.56 £ 8.672
Macho 28 15.19 £ 8.410
Total 54 15.85 + 8.484
Bas %
Bahia Naufragio Hembra 12 2.25+2.050
Macho 17 2.24 +2.016
Total 29 2.24 £1.994
Punta Pitt Hembra 14 4.39+£5.510
Macho 11 2.17 +1.852
Total 25 3.41+£4.375
Total Hembra 26 3.40£4.338
Macho 28 2.21+1.919
Total 54 2.78 +£3.333
Mon %
Bahia Naufragio Hembra 12 3.50+2.541
Macho 17 4.11+4.513
Total 29 3.86 £3.778
Punta Pitt Hembra 14 1.21+£1.673
Macho 11 0.82 £0.874
Total 25 1.04 +1.369
Total Hembra 26 2.27 £2.378
Macho 28 2.82 +3.878
Total 54 2.55+3.225




Tabla 5. Valores de hematocrito de Zalophus wollebaeki en las colonias de Bahia
Naufragio y Punta Pitt

Colonia Sexo N Hematocrito (%)
Bahia Naufragio Hembra 10 60.356 + 6.155
Macho 19 55.81 + 8.230
Total 29 57.377 £7.782
Punta Pitt Hembra 15 67.091 £ 8.67
Macho 11 71.41+11.231
Total 26 68.917 £9.863
Total Hembra 25 64.397 £ 8.330
Macho 30 61.529 +11.999
Total 55 62.832 £10.499
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Tabla 6. Valores hemoglobina de Zalophus wollebaeki en las colonias de Bahia Naufragio

y Punta Pitt
Colonia Sexo N Hemoglobina (g/100ml)
Bahia Naufragio Hembra 10 20.119 + 2.052
Macho 19 18.603 +2.743
Total 29 19.126 +2.594
Punta Pitt Hembra 15 22.364 +£2.889
Macho 11 23.803 £ 3.744
Total 26 22.972 £3.288
Total Hembra 25 21.466 +2.777
Macho 30 20.509 £ 3.999
Total 55 20.944 + 3.499
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Tabla 7. Valores de Volumen Corpuscular Medio (VCM) de Zalophus wollebaeki en las
colonias de Bahia Naufragio y Punta Pitt

Colonia Sexo N VCM (fL)
Bahia Naufragio Hembra 10 0.245 £ 0.077
Macho 19 0.265 +0.075
Total 29 0.258 £ 0.075
Punta Pitt Hembra 15 0.186 £ 0.077
Macho 11 0.211 £ 0.096
Total 26 0.197 £ 0.085
Total Hembra 25 0.209 £ 0.081
Macho 30 0.245 + 0.086
Total 55 0.229 +0.085

Tabla 8. Valores de Concentracion Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM) Zalophus

wollebaeki en las colonias de Bahia Naufragio y Punta Pitt

Colonia Sexo N CHCM (g/100ml)
Bahia Naufragio Hembra 10 33.333 + 5.888E-15
Macho 19 33.333+£0.00
Total 29 33.333+£0.00
Punta Pitt Hembra 15 33.333+0.00
Macho 11 33.333+£0.00
Total 26 33.333+£0.00
Total Hembra 25 33.333+0.00
Macho 30 33.333+£0.00
Total 55 33.333+£0.00
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Tabla 9. Valores de Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) Zalophus wollebaeki en las
colonias de Bahia Naufragio y Punta Pitt

Colonia Sexo N HCM (pg)
Bahia Naufragio Hembra 10 0.082 £ 0.026
Macho 19 0.088 + 0.025
Total 29 0.086 £ 0.025
Punta Pitt Hembra 15 0.062 +0.026
Macho 11 0.070 £ 0.032
Total 26 0.066 + 0.028
Total Hembra 25 0.069 + 0.027
Macho 30 0.082 +0.029
Total 55 0.076 £ 0.028

Tabla 10. Valores de Longitud Estandar (EL) de Zalophus wollebaeki en las colonias de
Bahia Naufragio y Punta Pitt

Colonia Sexo N EL (cm)

Bahia Naufragio Hembra 13 108.08 £ 6.589
Macho 17 110.82 £8.974
Total 30 109.63 £ 0.019

Punta Pitt Hembra 16 113.22 +8.612
Macho 11 116.27 £11.172
Total 27 114.46 £ 9.651

Total Hembra 29 110.91 + 8.069
Macho 28 112.96 £ 10.065
Total 57 111.92 £9.081




12. Figuras
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Figura 1. Medias marginales estimadas del recuento de glébulos rojos de Zalophus
wollebaeki en las colonias de Bahia Naufragio y Punta Pitt
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Figura 2. Medias marginales estimadas del recuento de glébulos blancos de Zalophus
wollebaeki en las colonias de Bahia Naufragio y Punta Pitt
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Figura 3.Gréfico de proporciones acumuladas del diferencial de glébulos blancos en
Zalophus wollebaeki en las colonias de Bahia Naufragio y Punta Pitt
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Figura 4. Comparacion del recuento diferencial de glébulos blancos en Zalophus
wollebaeki en las colonias de Bahia Naufragio y Punta Pitt
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Figura 5. Comparacion del porcentaje de hematocrito en Zalophus wollebaeki en las
colonias de Bahia Naufragio y Punta Pitt
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Figura 6. Comparacion de los valores de hemoglobina en Zalophus wollebaeki en las
colonias de Bahia Naufragio y Punta Pitt
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Figura 7. Comparacion de Volumen Corpuscular Medio (VCM) en Zalophus wollebaeki en
las colonias de Bahia Naufragio y Punta Pitt
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Figura 8. Medidas marginales estimadas de la Concentracion de Hemoglobina
Corpuscular Media (CHCM) en Zalophus wollebaeki en las colonias de Bahia Naufragio y
Punta Pitt
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Figura 9. Comparacion de la Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) en Zalophus
wollebaeki en las colonias de Bahia Naufragio y Punta Pitt
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Figura 10. Medidas marginales estimadas de Longitud Estandar (EL) en Zalophus
wollebaeki en las colonias de Bahia Naufragio y Punta Pitt
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