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Resumen 

El lobo marino de Galápagos (Zalophus wollebaeki) representa a una de las poblaciones de 
pinnípedos más pequeñas y vulnerables del mundo. Esta especie ha sido gravemente 
afectada por los fenoménos de El Niño en las últimas tres décadas y ha sido clasificada En 
Peligro de Exitinción por la UICN. Distintas colonias reproductivas de esta especie habitan 
bajo distintos grados de interacción humana y esto puede incrementar el número de 
impactos y efectos de distintos factores directos e indirectos entre humanos y especies 
silvestres por los  distintos conflictos de recursos y espacio.  

 

 Se realizo un análisis comparativo no invasivo de las concentraciones basales de 
glucocorticoides fecales de cortisol entre dos colonias reproductivas en la misma isla de San 
Cristóbal: Puerto Baquerizo Moreno (0°54’08.57”S 89°36’33.12”W) y Punta Pitt 
(0°42’03.92”S 89°14’36.7”W) en Junio 2015. Estas colonias en sus respectivas localidades 
fueron seleccionadas debido a su nivel de continua interacción con el ser humano (Puerto 
Baquerizo Moreno) versus el completo aislamiento de asentamientos humanos o visitación 
turística (Punta Pitt).   

 

Los resultados indican que existe una diferencia significativa en las concentraciones basales 
de glucocorticoides en ambas colonias (Punta Pitt: 840.90 ng(esteroide)/g(heces) vs ‘El 
Malecón’ 371.61 ng(esteroide)/g(heces)). Esto sugiere que esta diferencia pueden ser 
atribuidas a la atenuación fisiológica de glucocorticoides por excesiva liberación de cortisol. 
Estos resultados son consistentes con otras investigaciones donde se ha observado que la 
colonia ‘El Malecón’ en Puerto Baquerizo Moreno presenta otras señales de atenuación 
fisiológica en distintos parámetros de salud y de comportamiento.  
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Abstract 

The Galápagos Sea Lion (Zalophus wollebaeki) represents one of the smallest and most 
vulnerable populations of pinnipeds in the world. This species has been seriously affected by 
‘El Niño’ events and classified Endagered by the IUCN. Different reproductive colonies live 
under different degrees of human interaction and this can increase the number of impacts 
and direct or indirect effects between humans and wild populations due to the various 
resources and space conflicts.  

 

A non-invasive comparative analysis of the basal concentrations of faecal cortisol 
glucocorticoids between two reproductive colonies on the same island of San Cristóbal: 
Puerto Baquerizo Moreno (0°54’08.57”S 89°36’33.12”W) and Punta Pitt (0°42’03.92”S 
89°14’36.7”W) in June 2015. These two localities and their respective colonies were selected 
due to the continous interaction with human beings (Puerto Baquerizo Moreno) versus 
complete isolation from cohabitation and tourist visitation (Punta Pitt).  

 

The results indicate that there is a significant difference in the basal concentrations of 
glucocorticoids between the two colonies (Pitt: 840.90 ng(steroid)/g(faeces) vs ‘El Malecón’ 
371.61 ng(steroid)/g(faeces)). This suggests that the variation can be attributed to the 
physiological attentuation to glucocorticoids due to excessive and prolonged cortisol release. 
These results are consistent with other previous findings where the ‘El Malecón’ colonie on 
Puerto Baquerizo Moreno presents other signs of physiological attentuation in different 
health and behavioural parameters.  
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1. INTRODUCCIÓN 

El lobo marino de Galápagos (Zalophus wollebaeki) es una especie endémica de las 

Islas Galápagos y representa a una de las poblaciones más pequeñas de lobos marinos en el 

mundo (Trillmich et al. 2013; Trillmich 2015). Esta especie ha sido clasificada en peligro de 

extinción por la UICN debido a drásticas disminuciones poblacionales durante las últimas 

tres décadas (Trillmich 2015). Estos impactos estan relacionados con procesos naturales y 

actividades humanas (Alava et al. 2014; Denkinger et al. 2015; Trillmich 2015). Dos eventos 

de El Niño (1982-83 y 1997-98) provocaron grandes disminuciones poblacionales 

principalmente por muerte y migración (Alava & Salazar 2006).  

La frecuencia e intensidad de los fenómenos naturales se podrían incrementar a 

consecuencia del cambio climático, afectando seriamente a la sostenibilidad de esta 

población (Alava & Salazar 2006; Alava et al. 2014; Trillmich et al. 2013). Por otra parte, los 

efectos antropogénicos son una fuente significativa de impactos directos e indirectos 

(Denkinger et al. 2015; Walsh et al. 2010) en las poblaciones silvestres. En los próximos años 

se espera un incremento exponencial en la población humana (Gonzáles et al. 2008), razón 

por la que es necesario conocer los distintos tipos y magnitud de los  impactos, así como las 

consecuencias fisiológicas en las poblaciones naturales más expuestas (Walker et al. 2006).  

Las Islas Galápagos fueron declaradas como patrimonio natural mundial y reserva de 

biosfera por la UNESCO, principalmente por la biodiversidad única de este archipiélago 

aislado por millones de años de las actividades e impactos humanos (Barriga 2014; Gonzáles 

et al. 2008). La integridad de los ecosistemas y sus especies, que se conserva en un 95% de 

su fidelidad natural, son el principal interés turístico (Alava et al. 2014; Walsh et al. 2010). El 
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turismo es el motor del desarrollo socio-económico de la provincia, contribuye con el 65.4% 

del producto interno bruto de la provincia y aporta unos $210 millones anuales para el 

gobierno nacional (Alava et al. 2014; Gonzáles et al. 2008; Taylor et al. 2003). Esfuerzos 

enfocados en la conservación y otros en el ecoturismo han promovido varios de los 

conflictos actuales donde la expansión de la oferta turística genera presión de crecimiento 

demográfico por migración en busca de mejores oportunidades económicas (Alava et al. 

2014; Barriga 2014; Walsh et al. 2010).  

La isla San Cristóbal es la segunda más poblada de la provincia de Galápagos (7,330 

personas) (Burbano et al. 2014) y varias poblaciones de flora y fauna nativas y endémicas 

están presentes en el principal asentamiento humano: Puerto Baquerizo Moreno (Denkinger 

et al. 2015). Aquí se asienta la colonia reproductiva más numerosa de la isla conocida como 

la colonia “El Malecón” (Páez-Rosas 2008). El ambiente social de las especies de fauna 

silvestre es una de las principales fuentes de información que pueden inducir una respuesta 

fisiológica (Creel et al. 2013) y en Puerto Baquerizo Moreno, el ambiente social de Z. 

wollebaeki es constantemente compartido con el ser humano.  

Se ha demostrado que las actividades humanas, como el turismo, pueden provocar 

cambios en las concentraciones de Glucocorticoides (Romero & Wikelski 2002). Estas 

hormonas, junto con epinefrina y noriepinefrina son efectoras fisiológicas de la estimulación 

adrenocortal o estrés (Hill & Broom 2009; Sapolsky et al. 1986; 2000; Smith & Vale 2006). 

Los factores estresantes pueden ser: físicos, climatológicos, nutricionales, psicológicos, 

agudos o crónicos; y la vía de respuesta fisiológica es altamente conservada (Huber et al. 

2003; Petrauskas et al. 2008; Sapolsky et al. 2000). Esta respuesta no es siempre negativa 

pero si es necesaria para la supervivencia y adaptación (McLean & Smith 2001; Möstl & 
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Palme 2002; Sapolsky et al.2000).  

En los vertebrados, el mecanismo principal por el cual se procesa la información 

relacionada con el estrés es a través de la iniciación de la cascada fisiológica del eje 

hipotalámico-pituitario-adrenal (HPA) (Hill & Broom 2009; Palme 2005; Sapolsky et al. 1986; 

Smith & Vale 2006). La percepción del factor estresante estimula a la liberación de 

glucocorticoides en el plasma sanguíneo; las hormonas son metabolizadas por la flora 

intestinal y por acción enzimática del hígado; estas son excretadas y cuantificables por 

medio de ensayos inmuno-enzimáticos (Griffin 1950; Huber et al. 2003; Moisan & Le Moal 

2012).  

Medir la concentración de glucocorticoides fecales presenta varias ventajas: A) 

permite fácil colección de un alto volumen de muestras de la población; B) es un método no 

invasivo que no produce un respuesta inducida; C) provee un indicador a la magnitud de la 

estimulación del eje HPA que permite evaluar la respuesta integrada sin producir un sesgo 

por manipulación; D) permite que cada individuo o población sirva como su propio control 

(Dantzer et al. 2010; Goymann et al. 1999; Palme 2014).  

La respuesta al estrés (la estimulación del eje HPA) es esencial para los procesos 

adaptativos de supervivencia, etapa y modo de vida (Hill & Broom 2009; Moisan & Le Moal 

2012; Möstl & Palme 2002). Durante un estrés de corta duración la liberación de 

glucocorticoides mejora la capacidad del organismo de movilizar energía así como adaptar el 

comportamiento para ejercer la respuesta necesaria a la situación impredecible (Moisan & 

Le Moal 2012; Möstl et al. 1997; Romero & Wikelski 2002). En un estrés de prolongada 

duración (largos periodos de elevadas concentraciones de glucocorticoides) puede resultar 

en supresión de varios sistemas fisiológicos y producir cambios neuro-morfológicos 
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significativos (Filipovic et al. 2013; Hill & Broom 2009; Moisan & Le Moal 2012). Por lo que 

validar procesos fisiológicos, inmunológicos y de comportamiento es necesario para 

comprender adecuadamente los como se afectan los mecanismos biológicos frente al estrés 

(Carenzi & Verga 2009; Palme 2005).  

1.1 Marco Teórico 

Las especies han evolucionado mecanismos adaptativos para lidiar con las demandas 

particulares de cada nicho ecológico para producir una respuesta conductual y fisiológica 

correspondiente (Hill & Broom 2009; Moisan & Le Moal 2012). El eje HPA es un centro de 

control fisiológico cuya estimulación se da en situaciones naturales o inducidas (ej. captura y 

cautiverio); positivas (ej. copulación, parto, apareamiento) o supervivencia (ej. respuesta 

lucha/huida) y producir una respuesta adaptativa (Creel et al. 2013; Möstl & Palme 2002). 

Una respuesta inapropiada o inadecuada se considera como un fracaso a su capacidad de 

lidiar con su ambiente y produce ‘estrés’ (Filipovic et al. 2013; Hill & Broom 2009; Romero & 

Wilkeski 2002)  

Podemos definir al ‘estrés’ como el conjunto de efectos que  retan al estado de 

homeostasis y no simplemente a la estimulación adrenocortical (Hill & Broom 2009; Moisan 

& Le Moal 2012). Bajo esta definición, podemos resumir que el ‘estrés’ es un estado 

negativo de sobre-estimulación del eje HPA que alteran al equilibrio fisiológico y neuronal 

(Filipovic et al. 2013). Esto resulta en la reducción de varios aspectos de la aptitud fisiológica; 

infringe en la memoría a corto plazo y reduce la capacidad de reaccionar adecuadamente a 

nuevas situaciones impredecibles (Filipovic et al. 2013; Moisan & Le Moal 2012; Romero & 

Wikelski 2002). Si existen interacciones negativas o inapropiadas entre las poblaciones 

naturales y humanos, se puede limitar la capacidad de adaptación de las especies que puede 
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limitar su potencial productivo y amenazar su supervivencia (Griffin 1989). 

El bienestar animal puede ser cuantificado científicamente por medio de distintos 

indicadores, entre ellos: los glucocorticoides – GC (Hill & Broom 2009; Möstl & Palme 2002; 

Walker et al. 2006). Los GC son hormonas esteroides mediadores metabólicos producidas 

frente a un estrés; facilitan importantes procesos adaptativos caridiovasculares y cerebrales 

(Filipovic et al. 2013; Sapolsky et al. 2000; Smith & Vale 2006). La vía central de la respuesta 

al estimulo se dá por activación de la cascada neuroendocrina que involucra el eje 

Hipotalámico (CRF) – Pituitario (ACTH) – Adrenal (GC) (Griffin 1989). La percepción del 

estresor por el cerebro promueve la liberación de CRF (hormona liberadora de 

corticotropina) y AVP (vasopresina) de las neuronas del PVN (núcleo paraventricular) en el 

hipotálamo; esto a su vez promueve la liberación de ACTH (hormona adrenocorticotrópica) 

de la glándula pituitaria al sistema circulatorio y señaliza a la glándula adrenal de producir 

epinefrina, noriepinefrina y GC (Griffin 1989; Sapolsky et al. 1986; Smith & Vale 2006). El 

ACTH promueve la liberación de GC en un mecanismo que implica alteraciones genómicas 

que se dan en respuesta a un estimulo (Smith & Vale 2006).  

Los GC, bajo una estimulación aguda, temporalmente promueve la movilización 

energética a los músculos y el cerebro para responder adecuadamente a la estimulación (e.j. 

respuesta de lucha/huida) y son considerados adaptativos y protectores (Moisan & Le Moal 

2012; Sapolsky et al. 2000). A su vez, los GC inhiben o limitan otros procesos fisiológicos que 

son energéticamente costosos: se reduce la efectividad del sistema inmune; inhibe 

crecimiento somático; reproducción y digestión (Broom 2006; Moisan & Le Moal 2012; 

Touma & Palme 2005). La misma secreción de GC previene al organismo de exceder la 

respuesta defensiva primaria por medio de retroalimentación negativa; pero al mismo 
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tiempo también sirven para estimularla si el factor estresante persiste (Sapolsky et al. 2000; 

Smith & Vale 2006).  

Este es un proceso finamente coordinado, altamente conservado, esencial para la 

adaptación y supervivencia (Moisan & Le Moal 2012). Tanto la ausencia como el exceso de 

GC tiene consecuencias pato-fisiológicas (Moisan & Le Moal 2012; Sapolsky et al. 1986; 

2000). La elevada concentración de GC durante un periodo extendido de tiempo es 

característico del estrés crónico (Fowler 1999; Moisan & Le Moal 2012). En el estrés crónico, 

la secreción excesiva de GC deja de ser beneficiosa para el organismo ya que promueve la 

reducida efectividad de los sistemas esenciales pero energéticamente costosos a largo plazo 

(Bennet et al. 2012; Filipovic et al 2013; Moisan & Le Moal 2012; Smith & Vale 2006). Esto 

provoca cambios permanentes en la transcripción de los receptores en el hipotálamo y 

afecta directamente al sistema de retroalimentación negativa (Moisan & Le Moal 2012). 

Alteraciones en el sistema de retroalimentación negativa del eje HPA se ha observado en 

pacientes humanos con depresión y esta es una condición similar a la experimentada por 

animales bajo estrés crónico (Mizoguchi et al. 2003).  

Existen distintos factores pueden influenciar en las concentraciones de GC y no están 

únicamente relacionados a la proximidad humana. Existe variabilidad intra e interespecífica; 

varía de acuerdo a dieta y metabolisimo; así como en respuesta a ritmos circadianos, 

estacionalidad, clima, edad, sexo, estado reproductivo, estado de salud, sensibilización y 

habituación (Huber et al. 2003; Petrauskas et al. 2008). Los GC del suero sanguíneo son 

metabolizados en el hígado y excretados en la orina y heces como metabolitos conjugados y 

no conjugados que pueden ser visualizados por medio de ensayos inmuno-enzimáticos 

(Möstl & Palme 2002). El análisis por cuantificación de Glucocorticoides Fecales de Cortisol - 
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GFC ofrece un método práctico para monitorear la respuesta al estrés de forma no invasiva y 

que reflejan auténticamente las concentraciones de cortisol en el plasma sanguíneo (Möstl 

& Palme 2002; Palme 2005). Así mismo, los GCF permiten observar una respuesta integrada 

longitudinal representativa del modo de vida de las especies (Touma & Palme 2005).  

1.2 Objetivos 

1.2.1 Objetivo General 

Incrementar información y conocimiento del estado de salud y aptitud física de dos 

colonias reproductivas de Zalophus wollebaeki en la Isla San Cristóbal que están expuestas a 

distintos grados de interacción humana por medio de parámetros fisiológicos y métodos no 

invasivos.  

1.2.2 Objetivos Específicos 

1. Identificar y cuantificar metabolitos fecales de cortisol para Zalophus wollebaeki 

2. Observar si existen diferencias entre las dos colonias de acuerdo al nivel de 

interacción con el ser humano 

2. HIPÓTESIS 

La exposición a distintos grados de interacción humana alterará de forma significativa 

la respuesta neuroendocrína de las colonias de lobos marinos (Zalophus wollebaeki) que 

habitan en la isla San Cristóbal.  
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3. MÉTODOS Y MATERIALES 

3.1 Sitio de Estudio 

La isla San Cristóbal fue seleccionada como sitio de estudio debido a que presenta las 

variables consideradas en la hipótesis para Zalophus wollebaeki. : presencia y ausencia de 

población humana.  

Muestras fueron recolectadas en dos localidades: Puerto Baquerizo Moreno y Punta 

Pitt (Anexo 1). La colonia de Punta Pitt (0°42’03.92”S 89°14’36.7”W)  (Anexo 2) fue 

seleccionada como grupo control debido a su completo aislamiento de los asentamientos 

humanos. En la colonia de “El Malecón” (0°54’08.57”S 89°36’33.12”W) (Anexo 3) se 

recolectaron muestras en las playas y aceras de Puerto Baquerizo Moreno.  

Todas las muestras fueron recolectadas entre el 11 y 30 de Junio 2015, de 06:00 a 

09:00 am. Únicamente se consideraron muestras diurnas debido que el grupo control (Punta 

Pitt) solo fue accesible durante la mañana. 

 

3.2 Colección de datos 

Se recolectaron muestras al azar (n=80) en las ambas localidades. Todas las muestras 

fueron marcadas con localidad, fecha, hora de colección y en caso de ser posible, 

identificación del individuo de acuerdo a sexo, edad y estado reproductivo ya que esto 

puede alterar las concentraciones de glucocorticoides (Möstl et al. 1997; Palme 2005). En el 

caso de identificar muestras de hembras se añadió información de su estado reproductivo 

como lactantes o preñadas únicamente si esto fue evidenciado personalmente o por un 
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asistente. La edad en machos se estimó por desarrollo su testicular catalogándolos como: 

subadultos y adultos.  

Se recolectaron únicamente muestras frescas las cuales fueron identificadas por su 

textura o por visualización directa. La toma de muestras se realizó en distintos días y las 

playas fueron recorridas en una sola dirección para evitar doble colección. Todas las 

muestras fueron congeladas después de su recolección.  

Los extractos de los metabolitos fecales fueron extraídos en las instalaciones del GSC-

USFQ de acuerdo a la metodología establecida por Palme et al. (2005). Las muestras fueron 

rápidamente descongeladas a 95°C durante 15 minutos para evitar la degradación de los 

glucocorticoides por medio de la acción bacteriana. Estas fueron homogenizadas y una 

alícuota de 0.5 g fue colocada en tubos de ensayo donde se añadieron 5 ml de metanol al 

80% por cada muestra. Cada tubo de ensayo fue enumerado y batido a mano durante 30 

segundos previo a la centrifugación para asegurar que toda la muestra esté dentro del 

metanol. Los tubos de ensayo fueron centrifugados durante 30 minutos a 3000 rpm. 0.5 ml 

de sobrenadante fue extraído por triplicado y evaporados a 75°C durante 5 horas con ayuda 

de un horno-secador. Los extractos permanecieron bajo congelamiento aparte de los 

momentos de viaje a Austria.  

 

3.3 Cuantificación de metabolitos fecales  
 

La identificación y cuantificación de los metabolitos fecales de cortisol fue realizada 

en las instalaciones de la Unidad de Fisiología, Patofisiología y Endocrinología Experimental 

del Departamento de Ciencias Biomédicas de la Univsersidad de Medicina Veterinaria en 
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Viena, Austria entre el 3 y 7 de Agosto 2015.  

Inicialmente se preparó cada muestra previo al inmunoensayo enzimático (EIA). Los 

extractos fueron inicialmente re-suspendidos en 400 µl de metanol al 100%. Se mezclo a 

1300 rpm en un termo-mezclador a 30°C por 5 minutos. En esta fase de la re-suspensión se 

utilizo metanol al 100% ya que esto permite que haya mejor recuperación física de los 

metabolitos previamente extraídos y evaporados (Schatz & Palme 2001). Una vez re-

suspendidos se retorna la concentración de metanol al 80% ya que esto permite la mejor 

recuperación de metabolitos después de la administración de los esteroides biotinados 

(Palme 2005). Se añadieron 100 µl de ddH2O y nuevamente fueron mezcladas a 1300 rpm en 

el termo-mezclador a 30°C durante 15 minutos hasta que todo el material sea 

homogenizado.  

La cuantificación de metabolitos se realizó mediante el método estandarizado del 

inmunoensayo enzimático sugerido por Palme (2014) para medir metabolitos de esteroides 

fecales con placas de microtitulación utilizando esteroides biotinilados como marcadores. Se 

prepararon los estándares para ser incubados con las muestras y los controles. Tres 

soluciones stock fueron preparadas previamente en el laboratorio: con anticuerpos, con el 

indicador esteroide biotinilado y estándar. Se separó en porciones de 0.05 ml y cada uno 

contiene 25000 pg de su respectivo esteroide. Los estándares son preparados a partir de 

0.15 ml de buffer de ensayo con 0.05 ml de estándar a 25000 pg y diluido 1:2.5 siete veces 

para obtener concentraciones de desde 500 pg hasta 2 pg por 10 µl. Las muestras fueron 

diluidas 1:10 (50 µl de muestra con 450 µl de solución buffer de ensayo), se añadieron 100 µl 

del stock de esteroide biotinado y 100 µl del stock del anticuerpo.  
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Se colocarón en las microplacas 50 µl y se incubó a bajo ligero movimiento constante 

durante una noche a 4 °C. Se incubaron las muestras con dos distintos marcadores con 

biotina: 72T (11-oxoaetiocholanolone) y Cortisol.  

 11-oxoaetiocholanolone [Standard: 11-oxoaeticholanolone (5ß-androstane-3α-ol-11, 

17-dione) rango: 2 – 500 pg/pocillo; Anticuerpo: 11-oxoaeticholanolone-17-CMO:BSA 

(1:6000; Ak 3199/6/96); Marcador: 11-oxoaeticholanolone-17-CMO-biotinyl-3, 6, 9-

trioxaundecanediamin (biotinyl-LC, 1:2x106, EL 71)].  

 Cortisol [Standard: cortisol (4-prefnene-11ß, 17α, 21-triol-3,20-dione) rango: 0.33 – 

80 pg/pocillo; Anticuerpo: cortisol-3-CMO:BSA (1:20,000); Marcador: cortisol-3-CMO-

DADOO-biotin (1:100,000)].  

 La microplaca es leída por medio de absorbancia utilizando ELx808 Lector de 

Absorbancia (BIO-TEK Instruments) a 450 nm e interpretados por medio del software GEN 

5™ Data Analysis (BIO-TEK Software).  

Se repitió el procedimiento con una dilución de 1:100 con el anticuerpo 11-

oxoaetiocholanolone pero se conservo la dilución 1:10 para la incubación con cortisol. Los 

resultados producidos por el software GEN 5™ Data Analysis (BIO-TEK Software) nos provee 

datos de la concentración de los esteroides no marcados con biotina y el porcentaje de 

variación entre los duplicados.  

Por medio de la ecuación 1 se puede obtener los nano gramos de esteroide no biotinado 

por cada gramo de muestra fecal.  

ng (esteroide)   =         pg   x   volumen de extracto   x   factor de dilución          .    (Ec. 1) 

          g (heces)               peso de muestra fecal   x   volumen de muestra x 1000 
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pg = pico gramos de esteroide establecidos por el EIA 

Volumen de extracto = mg de muestra fecal + µl de solvente para la extracción. Estos dos 

factores son sumados y analizados como uno solo dado que la muestra es una suspensión.  

Factor de dilución incubado = 1:10 para Cortisol; 1:100 para 72T 

Peso de muestra fecal = volumen utilizado para la extracción (± 0.5 g) 

Volumen de muestra= volumen incubado en el EIA en µl (10 µl) 

x 1000 = factor de conversión de pico a nano gramos 

 

3.4 Análisis y estadística 

Se realizó un análisis de grupos para establecer diferencias en los niveles de 

glucocorticoides entre las dos poblaciones. Con ayuda del programa Input Analyzer se 

determinó que los datos seguían una distribución exponencial, por lo que fueron 

normalizados mediante el cálculo de logaritmo natural. Se realizó un T-Student para 

comparar la media de las dos poblaciones.  

 

4. RESULTADOS 

El inmunoensayo enzimático (EIA) demostró una diferencia significativa entre los dos 

indicadores analizados. No se encontraron rastros cuantificables de cortisol en las heces en 
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ambas poblaciones (dilusión 1:10; N = 80; promedio = 0.011 pg). Mientras que las 

concentraciones de 11-oxoaetiocholanolone fueron cuantificables e incubables incluso a 

menor dilusión (1:100).  

La colonia de Punta Pitt presentó valores más elevados de ng/g en comparación a El 

Malecón (Fig. 1). El intervalo de valores del indicador 72T (11-oxoaetiocholanolone) de la 

colonia control Punta Pitt (N=40) fue de 36.3-7405.5 ng(esteroide)/g(heces) con un 

promedio general de 840.90 ng(esteroide)/g(heces); mientras que en la colonia 

experimental El Malecón (N=40) se obtuvieron intervalos de 3.96-1601.5 

ng(esteroide)/g(heces)  con promedio de  371.61 ng(esteroide)/g(heces) (Fig.2).  

Los valores de ng(esteroide)/g(heces) del indicador 72T (11-oxoaetiocholanolone) 

presentaron distribución normal para ambas colonias (Punta Pitt W=0.981; p=0.738; Fig. 3a. 

Malecón W=0.922; p=0.008; Fig.3b).  

La prueba T-Student (Fig. 4) encontró diferencias significativas en los valores de 

ng(esteroide)/g(heces) del indicador 72T (11-oxoaetiocholanolone) de las diferentes colonias 

(t=2.875; p=0.0051).  

 

5. DISCUSIÓN 

Los resultados demuestran que fue posible identificar un metabolito fecal de cortisol 

que puede servir como indicador para la validación biológica. La mayoría de esteroides, 

particularmente los GC, son intensamente metabolizados por la flora intestinal, por esta 

razón las concentraciones de cortisol, corticosterona, progesterona y testosterona es nula 
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en heces (Palme 2005). Sin embargo el esqueleto esteroide del cortisol es excretado en 

forma de metabolitos que si pueden conjugados con indicadores ser identificables (Möstl et 

al. 1997). El anticuerpo 72T (11-oxoaetiocholanolone) fue reconocido para Z. wollebaeki 

como un potencial indicador.  

Las diferencias en las concentraciones de GC en ambas poblaciones puede ser 

consecuencia de distintos factores relacionados con el método de análisis.  El número de 

muestras para el tamaño de las colonias es estadísiticamente significante pero a su vez 

reducido para establecer un patrón general de población. La variación entre las 

concentraciones puede además estar relacionada con la reactividad cruzada de los 

anticuerpos en el EIA que reconoce otros sustratos de metabolitos, principalmente de 

hormonas sexuales (Möstl & Palme 2002; Palme 2005).  

Debido a que fueron escasas las muestras identificables, se optó por la técnica 

anónima de muestreo al azar y no fue posible atribuir una muestra a un individuo específico, 

no hubo identificación de sexos y edades. Estas son variables que pueden alterar la 

concentración de 11-oxoaetiocholanolone por reactividad cruzada de los anticuerpos y 

porque las concentraciones pueden alterar por distintos factores naturales, fisiológicos, 

sexuales y ambientales.  

No existen niveles críticos de GC previamente identificados para esta especie y la 

validación biológica esta en proceso de análisis. Sin la validación biológica no se puede saber 

si el identificador 11-oxoaetiocholanolone responde ante un estrés o una situación de estrés 

específica. Al observar una variación en el tiempo se puede comprender como un cierto 

factor altera la respuesta neurofisiológica y en qué magnitud. Aquí se han obtenido las 

concentraciones basales de GC únicamente y no pueden ser atribuidos a un factor 
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específico. De todas formas, es evidente que existe una tendencia a una reducida 

concentración de GC en la colonia “El Malecón” que puede estar relacionada con la 

presencia humana.  

La reducida concentración de GC en la colonia “El Malecón” sugiere que esta 

población presenta señales de atenuación a los GC que pueden ser consecuencia del estrés 

crónico. Una reducida concentración de GC se puede atribuir a la perdida de afinindad de los 

receptores GR a los GC ocasionados las misma prolongación de una elevada a concentración 

de hormonas adrenocorticales (Mizoguchi et al. 2003). Esto genera daños en la respuesta de 

retroalimentación negativa porque algunos receptores dejan de competir con los MR que 

permiten el retorno a la homeoestasis (Moisan & Le Moal 2012). Alteraciones de las  

concentraciones de GC basales se han encontrado en ratones (Kotelevtesev et al. 1997) y 

humanos con depresión y estrés pos-traumático (Pariante & Miller 2001; Seckl & Meany 

2006).  

Esto puede generar cambios en el comportamiento ya que el sistema autónomo 

nervioso ya no responde igual ante un repetido estimulo provocando habituación. Romero & 

Wikelski (2002) reportan resultados similares con Iguanas marinas, asímismo Walker et al. 

(2006) con los pingüinos de Magallanes, atribuyendo esto a la visitación turística regular y 

prolongada. La atenuación se refiere a la capacidad fisiológica mientras que la habituación se 

refiere a modificaciones en el comportamiento para facilitar la adaptación; y tanto las 

concentraciones de GC como el comportamiento de los lobos en las dos colonias es 

significativamente distinta (Fietz 2012; Obs. Personal), sin embargo esto requiere de mayor 

investigación. 
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Romero & Wikelski (2002) sugieren que a fin de amortiguar los efectos de la 

liberación excesiva de GC, las iguanas en el sitio turístico deben regular algunos aspectos de 

la vía de retroalimentación negativa y así evitar los efectos del estrés crónico. Eso se ve 

reflejado en reducidas concentraciones basales de cortisol  y el tiempo de duración de la 

respuesta, frente a un estimulo agudo también es reducido (Romero & Wikelski 2010; 

Walker et al. 2006). Esto afecta la capacidad de los individuos a responder adecuadamente a 

nuevos factores impredecibles en términos fisiológicos y etologicos (Moisan & Le Moal 2012; 

Romero & Wikelski 2002; 2010). La atenuación ante los GC producen cambios en el 

comportamiento que afectan a la capacidad de la memoria de corto plazo y están 

relacionados con un incremento del miedo y  en la agresividad (Fietz 2012; Mizoguchi et al. 

2000). 

Frente a la atenuación a los GC, muchos de los efectos patológicos se pueden revelar 

días, semanas o años a posteriori. (Moisan & Le Moal 2012). Las poblaciones silvestres en las 

Islas Galápagos, sin importar su nivel de exposición humana, son particularmente suseptibles 

a cambios ambientales. Las amenazas naturales pueden amplificar las consecuencias 

negativas del impacto humano (Montero-Serra et al. 2014).  

Se ha reportado una secreción de GC es atenuada frente a la exposición de 

contaminantes mixtos: metáles pesados, contaminantes organiclorados persistentes e 

hidrocarburos aromáticos poli-halogenados en los peces: Perca flavenscens y Esox lucius 

(Hontela 1998); así como residuos de combustión de carbón en ranas como Bufo terrestris 

(Hopinks et al. 1999). Estos compuestos comparten las características de ser bio-

acumulables, bio-magnificables y que incluso están yá presentes en distintas poblaciones de 

Z.wollebaeki a lo largo del archipiélago (Alava et al. 2011; Alava & Gobas 2012). La 
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contaminación en mares y océanos es facilitada a nivel global por el movimiento de las 

corrientes y Galápagos a pesar de su aislamiento, no esta exento de recibir contaminates 

globales.   

A pesar de que los individuos no expresen señales visibles de padecimiento, su 

bienestar puede estar comprometido (Broom 1991) y esto puede verse reflejado en 

respuestas inmunológicas, índices de reproducción, supervivencia, patología y otros 

parámetros fisiológicos. Parámetros sanguíenos de hemoglobina, neutrófilos y monocitos de 

juveniles entre las mismas dos poblaciones han demostrado ser significativamente distintos 

y relacionados con la cohabitación humana (Brock et al. 2012; Martínez 2014). Brock et al. 

(2012) demostrarón que la población de lobos marinos en Puerto Baquerizo Moreno tiene 

niveles  elevados de anticuerpos comparados a una población aislada presente en la isla 

Santa Fe, que está aislada de un asentamiento humano.  

Cuando el bienestar de un organismo se ve comprometido a menudo resulta en la 

iniciación de la inmunosupresión (Broom 1991, 2006; Griffin 1989). La prolongada exposición 

a elevadas concentraciones de GC reduce la concentración de leucocitos y linfocitos 

circulantes (Bennet et al. 2012; Broom 2006). Característica que es consistente con los 

parámetros sanguíneos observados por Martinez (2014) entre las mismas dos colonias. Así 

mismo, Guevara (2011) detectó presencia de Leptospira, asociado con el fracaso 

reproductivo (Burek 2005), en los lobos de Puerto Baquerizo Moreno. Levy et al. (2008) 

encontraron presencia de varios patógenos en gatos y perros domésticos en la isla de 

Isabela, entre ellos el virus del moquillo canino (CDV - por sus siglas en inglés) y otras 

infecciones por morbilliviruses que han causado un alto número de mortalidades en 

distintas especies de pinnípedos (Alava & Salazar 2006; Osterhaus et al. 1989; Seguel et al. 
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2011) y se ha encontrado transmisión a varios mamíferos acuáticos (Visser et al. 1993). Ante 

un sistema inmune comprometido la presencia persistente y no correctamente controlada 

de contaminantes persistentes y patógenos introducidos presenta una amenaza grave al 

manejo de esta especie en peligro de extinción.   

 

6. CONCLUSIONES 

 Se logró identificar un metabolito indicador de Glucocorticoides Fecales de Cortisol 

para Z.wollebaeki: 72T (11-oxoaetiocholanolone) en ambas poblaciones.  

 Las concentraciones nulas de cortisol efectivametne demuestran que este indicador 

no puede ser cuantificable en heces Zalophus wollebaeki.  

 Diferencias en los niveles de ng(esteroide)/g(heces). entre las dos poblaciones 

sugiere que existe una variación en la respuesta fisiológica de los GC ante la 

presencia humana. 
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7. TABLAS 

Tabla 1 – Promedios de las concentraciones pg de Cortisol y 72T – Punta Pitt y el Malecón  

 

  Cortisol 72T 

Punta Pitt 0 54.53 

Malecón 0.02 20.2 

 

 

 

Tabla 2 – Prueba T-Student de logaritmos naturales de ng(esteroide)/g(heces) Punta Pitt 

y el Malecón.  

 

  

Shapiro-Wilk 
normality test 

Welch Two Sample t-test 
95% Confidence 
Interval  

72T N W Sig. t df Sig. Lower Upper 

Punta Pitt 40 0.981 0.738 2.875 77.992 0.0051 0.2161 1.1883 

Malecón 40 0.922 0.008           
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8. FIGURAS 

Figura 1 – Histograma de pg Cortisol y 72T - Punta Pitt y el Malecón  
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Figura 2 – Histograma de ng(esteroide)/g(heces) Punta Pitt y el Malecón 
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Figura 3a – Histograma de logaritmos naturales de ng(esteroide)/g(heces) 

Punta Pitt  
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Figura 3b – Histograma de logaritmos naturales de ng(esteroide)/g(heces) el 

Malecón 
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Figura 4 – Boxplot de logaritmos naturales de ng(esteroide)/g(heces) Punta 

Pitt y el Malecón 
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9. ANEXOS 

Anexo 1 - Isla San Cristóbal.  
 

 

 

Anexo 2 - Mapa de Punta Pitt (Páez-Rosas 2015) 
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Anexo 3 - Puerto Baquerizo Moreno y 4 localidades de toma de muestras 
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