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RESUMEN

Los parametros leucocitarios son una herramienta Util para conocer la salud de una poblacién
ya que las anomalias pueden mostrar fendmenos de inflamacién, infeccién u otros trastornos.
En este estudio se compararon 16 parametros inmunes en relacion con el afio de muestreo,
sexo, condiciéon corporal y medidas morfométricas de crias recién destetadas de elefante
marino del Norte nacidas en el archipiélago de San Benito entre 2016 y 2023. Para ello se
analizaron frotis sanguineos y de realizo un estimado de leucocitos totales. Para el analisis de
los datos se realizaron pruebas de chi cuadrada y se evalué la significancia de los resultados.
Se encontraron diferencias significativas en leucocitos totales, monocitos, neutréfilos
linfocitos e indice clinico conforme al afio de muestreo. Para las medidas morfométricas hubo
variacion significativa en monocitos, eosinéfilos, basdfilos, neutréfilos e indice clinico. La
condicién corporal fue relevante para leucocitos totales, neutréfilos, monocitos basodfilos y
linfocitos. No se encontraron diferencias significativas con respecto al sexo de las crias.
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SUMMARY

Leukocyte parameters are a useful tool for understanding the health of a population, anomalies
can be indicators of inflammation, disease, and other related disorders. In this study, 16
immune parameters were compared across sampling years, sexes, and in relation to body
condition and morphometric measurements of weaned Northern elephant seal pups born at
San Benito Archipelago between 2016 and 2023. Blood smears were analyzed, and an estimate
of total leukocytes was performed. Chi-square tests were conducted for data analysis, and the
significance of the results was evaluated. Significant differences were found in total
leukocytes, monocytes, neutrophils, lymphocytes, and clinicalindex according to the sampling
year. Morphometric measurements showed significant variation in monocytes, eosinophils,
basophils, neutrophils, and clinical index. Body condition was relevant for total leukocytes,
neutrophils, monocytes, basophils, and lymphocytes. No significant differences were found
regarding the sex of the pups.
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INTRODUCCION

El sistema inmune es un conjunto de células y moléculas que actian de forma coordinada y
que permiten la defensa o tolerancia de un organismo luego del reconocimiento de agentes
ajenos, asi como la reparacién, limpieza y mantenimiento de la homeostasis en los tejidos,
ademas de estar involucrado en procesos de desarrollo (Pradeu, 2019). En los vertebrados
gnatostomados ocurren dos tipos de respuestas: la innata, presente en todos los animalesy la
adaptativa que es Unica para el grupo antes mencionado (Nelson & Demas, 2012). En la
respuesta innata estan involucradas principalmente las células fagocitarias como neutrofilos,
monocitos y células dendriticas, ademas de eosindfilos, basdfilos y linfocitos NK. Barreras
fisicas y quimicas como mucosas y el sistema del complemento también son consideradas
parte de la respuesta innata (Male, 2021).

La respuesta adaptativa, al contrario de la innata, es especifica debe ser activada y tiene la
capacidad de generar memoria inmunolégica a largo plazo (Yatim & Lakkis, 2015). La linea
linfoide, a excepcidn de linfocitos NK, son las células encargadas de mediar esta respuesta,
junto con la interaccion de células presentadoras de antigenos (Bonilla & Oettgen, 2010). El
sistema inmune e innato interactian constantemente dando como resultado la salud de un
organismo (Male, 2021).

La sangre, junto con los tres linajes celulares (leucocitos, eritrocitos y trombocitos) surgen
durante del desarrollo intrauterino en mamiferos (Hickman, 2007). De hecho, hay transferencia
de componentes inmunes via placenta, especialmente anticuerpos de tipo I1gG en el ultimo
trimestre del embarazo (Carr et al., 2021). Sin embargo, la maduracion completa del sistema
inmune es postnatal; tanto el calostro como la leche materna, ademas de inmunoglobulinas
contienen componentes bioactivos que permiten que la cria desarrolle por completo su
sistema (Hinde & German, 2012).

Através de la sangre es posible determinar la salud de un individuo ya que se pueden observar
eritrocitos, asociados con el correcto transporte de oxigeno, leucocitos, que hablan de la
funciéon inmune y plaquetas que son indicadores de coagulacién y algunos trastornos
cancerigenos (Weiss & Wardrop, 2010). Los leucocitos se pueden medir de manera general a
través de conteos leucocitarios totales (WBC por sus siglas en inglés) y de manera especifica
con conteos diferenciales. Al contrastar los parametros de un sujeto de estudio con los
normales esperados se pueden hacer inferencias de su salud (Theml et al., 2004b).

Elelefante marino del Norte (Mirounga angustirostris) es un modelo de estudio interesante para
estudiar parametros hematolégicos debido a su historia de vida. Las hembras de M.
angustirostris llegan a las playas del archipiélago de San Benito en los meses de diciembre-
enero (Elorriaga-Verplancken et al., 2015). Pocos dias después de su arribo a la playa tienen
una cria que pesa entre 40y 50 kilos. La madre la va a amamantar por 28 dias y después habra
un destete abrupto. Para este momento las cria destetada pesa entre 140y 150 kilos (WUrsig
et al.,, 2018). Los cachorros abandonados permaneceran en la playa en ayuno por
aproximadamente 60 dias en lo que aprenden a nadary cazar, durante este tiempo las crias de



elefante dependeran enteramente de sus reservas de grasa para sobrevivir(McMahon et al.,
2000a).

Estudiar los parametros leucocitarios en crias de M. angustirostris es interesante y relevante
ya que la salud de las crias se relaciona directamente con la calidad de leche materna, que a
su vez depende del alimento disponible durante la temporada de alimentacién en aguas del
pacifico norte (Le Boeuf & Laws, 1994).

En este estudio se analizaron los parametros leucocitarios de crias destetadas de elefante
marino del Norte nacidas en el archipiélago de San Benito entre los afos 2016 y 2023. Se
utilizaron conteos de leucocitos totales y diferenciales. También se elabord un indice clinico
para determinar la salud general de las crias. Elobjetivo fue conocer si estos parametros tienen
alguna relacién con el afio de muestreo, el sexo de los individuos, las medidas morfométricas
(longitud total y diametro umbilical) y la condicién corporal (dada por la capa de grasa).
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto del sexo, morfometria, condicién corporal y afo de nacimiento sobre los
leucocitos circulantes de las crias de elefanta marino del Norte.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar las diferencias en las poblaciones leucocitarias circulantes de las crias de elefante
marino del Norte a lo largo de los afos de muestreo.

Identificar si los leucocitos circulantes cambian de acuerdo con el sexo de las crias de elefante
marino del Norte.

Determinar la relacion entre las medidas morfolégicas indicadoras del desarrollo neonatal de
las crias de elefante marino del Norte y sus leucocitos circulantes.

Investigar si la condicién corporal de las crias de elefante marino del Norte influye sobre los
leucocitos circulantes.

11



HIPOTESIS

1. Existen diferencias en las poblaciones de leucocitos circulantes de crias de elefante
marino del Norte segun el afio de muestreo.

2. Los valores de leucocitos circulantes de crias de elefante marino del Norte son
diferentes entre sexos.

3. Losvalores deleucocitos circulantes de crias de elefante marino del Norte cambian de
acuerdo con las medidas morfolégicas de los animales.

4. Lacondicion corporal de las crias de elefante marino del Norte predice los valores de
leucocitos circulantes.

12



ANTECEDENTES

1. Sistema inmunolégico

El sistema inmune es un conjunto de células y moléculas que actian de forma coordinada y
que permiten la defensa o tolerancia de un organismo luego del reconocimiento de agentes
ajenos, asi como la reparacién, limpieza y mantenimiento de la homeostasis en los tejidos,
ademas de estar involucrado en procesos de desarrollo (Pradeu, 2019). Las células efectoras
de este sistema son conocidas como leucocitos o células blancas y se albergan
principalmente en érganos linfoides.

En los vertebrados, los 6rganos linfoides se clasifican como primarios y secundarios. Uno de
los drganos linfoides primarios en mamiferos es la médula 6sea, donde se encuentran las
células madre y progenitoras mieloides, y linfoides, de leucocitos y es donde varios tipos de
leucocitos linfoides, como los linfocitos B maduran. Algunos leucocitos de origen linfoide,
como los linfocitos T, requieren migrar al timo, que es otro 6rgano linfoide primario, para
completar su maduracién (Nelson & Demas, 2012). Los nddulos linfaticos regionales, bazo,
apéndice, placas de Preyer, tejido linfoide asociado nasal, anginas, entre otros, son érganos
linfaticos secundarios, y en ellos suele iniciarse la respuesta inmune primaria (Randall et al.,
2008). Todos los leucocitos utilizan el torrente sanguineo para migrar desde y hacia los érganos
linfaticos y distribuirse a todos los tejidos del individuo (Male, 2021),.

Existen dos tipos de respuestas inmunes en animales, la respuesta innata, que se encuentra
entodas las especies animales y la respuesta adaptativa que esta presente Unicamente en los
vertebrados gnatostomados (que poseen mandibula inferior articulada) (Nelson & Demas,
2012). A continuacién, se explicara brevemente en que consiste cada una.

1.1 Respuestainnata

La inmunidad innata consiste en reacciones inmediatas, no especificas y codificadas en la
linea germinal que funcionan como primera linea de proteccidn contra agentes externos. Esta
respuesta estd compuesta por factores fisicos, quimicos y celulares. Las membranas
mucosasy la piel, por ejemplo, son parte de las barreras anatémicas fisicas (Nelson & Demas,
2012). La respuesta quimica consiste en la accidon de lisozimas, activacion del sistema de
complemento, liberacién y accién de proteinas de fase aguda, interferén y otros péptidos
sefalizadores (Hickman, 2007; Male, 2021).

La respuestainnata celular es mediada por leucocitos de origen mieloide, que son capaces de
fagocitar. Estas células son neutréfilos, monocitos (que se diferencian a macroéfagos en los
tejidos) y células dendriticas(Male, 2021). Algunos de estos fagocitos funcionan como células
presentadoras de antigenos (APC por sus siglas en inglés). Como su nombre lo dice, estas
células después de fagocitar un patdgeno lo procesan, seleccionando ciertos péptidos que
seran presentados o expuestos en la membrana por medio del complejo mayor de
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histocompatibilidad de clase dos (MHC Il). Esta presentacién se da en nédulos linfaticos y
permite la activaciéon de células T que a su vez activaran a células B, dandoinicio a larespuesta
adaptativa. Leucocitos de origen linfoide que actlan en la respuesta innata incluyen a las
células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés), las cuales tienen accion citotoxica,
reconocen el MHC | de las células y destruyen aquellas que no lo posean o no corresponda
con el normal (Poznanski & Ashkar, 2019); las células linfoides innatas (ILC) que son linfocitos
gue no poseen receptores de reconocimiento de antigenos, pero son activados por citoquinas
y regulan la respuesta inmune (Nagasawa et al., 2018). Ademas, parte de la respuesta innata
depende de las células que producen mediadores de inflamacién como eosinéfilos, baséfilos
y mastocitos (Male, 2021; Nelson & Demas, 2012).

El sistema del complemento es un conjunto de enzimas que circulan en la sangre como
zimogenos y que, una vez activados por la presencia de proteinas o acidos nucleicos foraneos
o por la presencia de anticuerpos, son activados e inician una reaccién en cadena que
conduce aladestruccidonde las células en las que se hayan depositado las proteinas activadas
(Male, 2021). Una vez activado, el complemento dafa la membrana celular; promueve la
permeabilidad vascular y la entrada de leucocitos, activa procesos inflamatorios; y genera
opsonizacién (Hickman, 2007), que como sefalan Thau y colaboradores en 2023 es un
marcaje molecular mediante opsinas que facilita que células con habilidad fagocitaria lleguen
al sitio de accion (2023). El sistema del complemento considera parte de lainmunidad innata,
aunque activa a células de lainmunidad adaptativa (Male, 2021).

Aunque no suele ser considerado parte del sistema inmune, la microbiota también forma parte
del mismo, al actuar como una barrera quimica y ecoldgica primaria de defensa o tolerancia
contra otros microorganismos (Nelson & Demas, 2012).

1.2 Respuesta adaptativa

La respuesta adaptativa es mas reciente, evolutivamente hablando; se estima que se
desarrollé hace aproximadamente 450 millones de afos cuando aparecen los vertebrados
gantostomados (Yatim & Lakkis, 2015). Este sistema toma mas tiempo en actuar que la
respuesta innata, requiere ser activado, es especifico, genera memoria y funciona como la
segunda linea de defensa ante la entrada de un agente extrafio (Nelson & Demas, 2012). Sin
embargo, a diferencia de los efectores de las respuestas innatas, las respuestas adaptativas
se basan en el reconocimiento de antigenos, es decir, fragmentos pequenos especificos de
proteinas, lipidos o carbohidratos (Yatim & Lakkis, 2015) y no en patrones moleculares mas
genéticos de microorganismos (PAMPS) o de células danadas (DAMPS). La evolucién de la
respuesta adaptativa ha permitido que pueda diferenciar con detalle los antigenos propios de
los ajenos y generar memoria a largo plazo que permita defenderse de ellos. Para esto, existe
una importante comunicacién entre APCs y linfocitos de tipo Ty B. (Bonilla & Oettgen, 2010).

Los linfocitos, como se describira mas adelante, son leucocitos pequefios (6-9um) que se
originan de la célula linfoide precursora. Especificamente los linfocitos T y B tienen un papel
protagdnico en la respuesta inmune adaptativa (Theml et al., 2004a). De manera general, los
linfocitos T poseen receptores en su membrana (TCR) que permiten identificar moléculas
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propias de las ajenas, mientras que los linfocitos B poseen receptores (BCR) capaces de
reconocer antigenos, también llamados inmunoglobulinas (Yatim & Lakkis, 2015). Los
linfocitos T se diferencian en subpoblaciones entre las que destacan las células T citotéxicos
(Tc, 0 CD8%), células T de ayuda (Th o CD4") y células T reguladores (Treg) (Sun et al., 2023; Zhu
& Zhu, 2020). Los linfocitos B se diferencian, una vez activadas, en células B de memoria, que
permaneceran en medula 6sea y en células plasmaticas productoras de inmunoglobulinas
(Igs) (Cancro & Tomayko, 2021).

Cuando hay una célula invasora o algun agente que es reconocido como ajeno, las APC lo
fagocitan y procesan ciertos péptidos para exponerlos en el MHC Il. Estos péptidos son
presentados en nddulos linfaticos a células Th ingenuas. Para que las Th se activen deben
recibir dos sefiales: una es la unién del pedido en el MHC Il a los TCR y la segunda es la unién
de proteinas coestimuladoras tipo B7 a receptores CD28. Estas dos sefales convierten a las
Th ingenuas en Th efectoras, Th1 (que activa macréfagos, Tc y células B) y Th2 (que activa
especificamente a células B (Alberts, Johnson, & Lewis, 2002). La activaciéon de células B
genera células plasmaticas, encargadas de la produccion de anticuerpos y células de
memoria que permanecen en médula ésea de huesos largos y centros germinales de nédulos
linfaticos. Si se da una exposicidon al mismo antigeno en el futuro, cuando las APC lleguen a
presentarlo la activacidon sera mucho mas veloz (Bonilla & Oettgen, 2010).

Los anticuerpos pueden neutralizar virus o bacterias al bloquear a las proteinas que hacen
contacto con los receptores celulares, activar al sistema de complemento o marcar al agente
o célulainfectada para fagocitosis o apoptosis (es decir, opsonizar) (Thau et al., 2024). Ademas
de activar a las células de memoria, los linfocitos T, especificamente los Tc pueden destruir
células infectadas y los Treg modulan la respuesta inmune, propiciando tolerancia para evitar
danos al individuo o autoinmunidad (Sun et al., 2023)

Es importante destacar que todas las células inmunes y los péptidos de senalizacién inmune
se trasladan de lugar mediante el torrente sanguineo. Por otro lado, se producen como parte
de los componentes de la sangre, por lo que explicar el origen y desarrollo del sistema
sanguineo es de relevancia para esta tesis.

2. Ontogenia del sistema circulatorio

Elsistema circulatorio en mamiferos es un sistema cerrado compuesto por el sistema vascular
sanguineo y el sistema linfatico. Entre ambos se encargan de la distribucidon de nutrientes,
oxigeno, células, moléculas senalizadores y retiro de sustancias de desecho (Konig & Liebich,
2005). Su desarrollo es de relevancia para el entendimiento de las funciones inmunes. A
continuacion, se describen los procesos relevantes de desarrollo en este sistema.

2.1 Hematopoyesis

La hematopoyesis es el proceso mediante el cual se forma la sangre. Se sabe, como menciona
Orkin (1995), que el sistema hematopoyético deriva del mesodermo ventral y durante el
desarrollo sucede en dos momentos: la etapa primitiva y la etapa definitiva. A inicios de la
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gestacion, dentro del saco vitelino extraembrionario se forman islas de sangre, en las cuales
se desarrollan eritrocitos y monocitos.

Los eritrocitos primitivos o transitorios son de mayor tamafo que los maduros y hasta el dia 12
de gestacion permanecen nucleados (Weiss & Wardrop, 2010). En los mamiferos, los
eritrocitos maduros carecen de nucleo, aunque en aves, reptiles y peces, los retienen
(Hickman, 2007). Estas células transitorias no tienen capacidad de renovaciéon ni
pluripotencialidad dado que su funcién, como plantearon Palis y Yolder en 2001, es brindar
energia (oxigeno) a los tejidos del embrién en crecimiento solo temporalmente (Palis & Yoder,
2001). Posteriormente, la curva definitiva inicia intraembrionalmente en la zona aorta-gonada-
mesonefros (AGM). Las células en esta zona son multipotenciales; lo que quiere decir que
tienen la capacidad de generar todos los linajes celulares presentes en sangre, tanto de la linea
mieloide como de la linfoide, estas células son conocidas como hemocitoblastos (Paik & Zon,
2010). Los hemocitoblastos migran al higado fetal donde van a madurar y finalmente, poco
antes del nacimiento, se trasladaran a la médula dsea y bazo (Weiss & Wardrop, 2010). La
meédula permanecera como la principal zona hematopoyética a lo largo de la vida del
organismo (Jagannathan-Bogdan & Zon, 2013).

La hematopoyesis no es un proceso limitado al desarrollo, el tejido sanguineo debe renovarse
constantemente. Es por esto que a partir de la instalacién de los hemocitoblastos en lamédula
6sea ocurren procesos de proliferacion y diferenciacidon periddicos (Jagannathan-Bogdan &
Zon, 2013).

En la médula ésea hay células madre hematopoyéticas (HSC por sus siglas en inglés) que son
multipotenciales. Aldividirse pueden diferenciarse en precursores oligopotenciales de la linea
mieloide o linfoide (Kondo et al., 2003; Wolpert et al., 2019). La linea mieloide da lugar a los
megacariocitos, eritrocitos, plaguetas, granulocitos (eosindfilos, basodfilos y neutrdfilos) y
monocitos, mientras que la linea linfoide genera linfocitos T, linfocitos B y células NK (Kondo,
2010; Theml et al., 2004a).

Célule madre

Precursor linfoide Pracursor mieloide

| |
! 1 1 T i T l

Linfoblasto T Linfoblasto B Megacanoblesto Proeritroblasto Promielocito Promielocito i s
easinofilico basofilico |

Promielocita

1

Mielogito

Promanocita

Megacanocito Eritroblasto

Metamiglocito
Monocito ]
Neutrofilo en
banda
I

Célula NK Linfocitos T Linfocito B Trambocito Eritrocito Eosindfilo Basofilo Macrifago MNeutrdlilo

Figura 1. Desarrollo de los linajes sanguineos (modificado de Theml et al. 2004).
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La funcién y estructura de cada tipo celular sanguineo varia (Cuadro 1). Ademas, cada uno
tiene estadios inmaduros derivados de las lineas antes mencionadas (Figura 1).

Cuadro 1. Leucocitos en sangre. Descripciony funciéon de cada tipo celular. Basado en Teml et
al. 2004, Longo 2012 y Male 2021.

Leucocito Descripcion con tincion de Funcion

Neutrdfilos Células de aproximadamente 10-14 ym de Fagocitosis bacteriana. Presentes en sangre y migran al
diametro, con nucleo elongado y separado en tejido requerido.
tres a cinco l6bulos, cromatina oscura y con
granulos de heterocromatina més densos. El
citoplasma es claro a veces con textura
granular muy fina.

Monocitos Leucocitos de mayor tamaiio (15 -22 pm de Capacidad fagocitica bacterias, protozoarios, hongos y
diametro), con nucleo en forma de herradura, otros cuerpos ajenos, Se transforman dependiendo al que
granulos azurdfilos en citoplasma y muchos llegan.
lisosomas

Linfocitos Células mas pequenas que neutrofilos, con B: Formacion de células de memoria y células plasmaticas
nucleo grande y oscuro, el citoplasma es capaces de generar anticuerpos.
escaso y de haber granulos estan en zona T: funcion citotdxica, reguladora y de ayuda en la
perinuclear. respuesta inmune adaptativa

NK: Eliminacion de células transformadas o infectadas por
diversos virus

Eosinofilos Leucocitos de mayor tamano que neutrofilos Funcion reguladora y antiparasitica
con nlcleo poco lobulado y cromatina poco
condensada. Citoplasma claro con notables
granulos color rosa-rojo.

Basofilos Células con tamano similar a eosindfilos con Regulacion de inflamacion a nivel local

abundantes granulos oscuros que suelen
ocultar el nucleo poco lobulado.

A continuacién, se describirad la maduracion de las células linfoides y mieloides.

2.2 Maduracioén de linea linfoide

Los linfocitos T se forman en la médula 6sea, o en el higado durante la etapa fetal (Orkin, 1995)
a partir de células madre que se diferencian en progenitores linfoides, llamados timocitos;
estos migran por el torrente sanguineo al timo, donde madurany son ‘entrenados’ (Takahama,
2006). La maduracion involucra la expresién de receptores CD8 y CD4 y de los receptores de
linfocitos (TCR, en el caso de los linfocitos T). Este proceso se da por la recombinacién de
genes VDJ (Bonilla & Oettgen, 2010). Los genes VDJ son tres regiones del gen que codifica para
BCR y TCR. V se refiere a elementos variables, D elementos de diversidad (solo para BCR) y J
elementos de unién. Estas regiones genéticas se recombinan aleatoriamente y dan como
resultado una enorme variedad de receptores capaces de reconocer una amplia variedad de
antigenos (Roth & Craig, 1998).

Después de la maduracioén inicia el ‘entrenamiento’, el cual consiste primero en eliminar las
células que no puedan unirse correctamente su proteina de membrana CD8 o CD4 al complejo
mayor de histocompatibilidad clase uno (MCH I) o clase dos (MHC Il), respectivamente. A este
proceso se le llama seleccidn positiva (Weiss & Wardrop, 2010). Posteriormente, se eliminan
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aquellos linfocitos que tengan TCR con afinidad por antigenos propios (es decir, por
fragmentos proteicos del organismo). Estos se consideran linfocitos autorreactivos. Este
proceso se lleva a cabo por medio de la presentacién de antigenos propios por parte de las
células presentadoras de antigenos (APC), y es conocido como seleccion negativa (Weiss &
Wardrop, 2010). Finalmente se establece si los linfocitos seran de tipo T citotéxico (Tc) [i.e.,
mantienen solo la expresién de la proteina de membrana CD8" (seran linfocitos Tc) o la de CD4*
(seran linfocitos Th)] (Takahama, 2006). Los Tc son capaces de inducir la destrucciéon de células
infectadas o malignizadas, mientras que los Th pueden detectar antigenos que les son
presentados por las APC y activar a los linfocitos B. Adicionalmente hay linfocitos regulatorios
(Treg) que ayudan a modular la respuesta inmunoldgica (Swain, 1995). Estos son linfocitos que
mostraban una moderada a baja autoreactividad (Bossart, 2011).

Por otro lado, los linfocitos B se generan y maduran en la médula désea. Su funcion es la
produccidon de anticuerpos y el establecimiento de memoria inmunolégica a largo plazo. La
principal caracteristica de estas células es la produccién de inmunoglobulinas que son
receptores de membrana (BCR), y que, a diferencia de los TCR, pueden ser secretadas, por lo
que se conocen también como anticuerpos (Cancro & Tomayko, 2021). Los anticuerpos o BCR
son, como se explicd anteriormente, son el resultado de la recombinacién de genes VDJ (Roth
& Craig, 1998).

La primera etapa de la maduracion de los linfocitos B es la formacién de células pro-B. Estas
células tienen capacidad de proliferaciéon celular limitada y en ellas, ocurre un proceso de
recombinacién somatica que da como resultado un re-arreglo de la cadena ligeray la cadena
pesada de las inmunoglobulinas (Hardy & Hayakawa, 2001). Explicar detalladamente el
mecanismo mediante el cual ocurre la recombinacién somatica excede el objetivo de la tesis;
sin embargo, depende de la expresion del gen activador de la recombinacidon (RAG, por sus
siglas en inglés) que permite el reacomodo de un gen de cada una de las variantes somaticas
delgenV, delgen D ydelgen ). Las estructuras de la cadena ligeray pesada de los anticuerpos
pueden observarse en la Figura 2. Posteriormente, mediante la sefializacion de citoquinas, se
generan células pre-B donde una proteina citoplasmatica de cadena pesada se une a la
cadena ligera evitando que la cadena pesada siga cambiando. Después se da el re-arreglo de
la cadena ligera. A continuacién, se combinan la cadena pesada y ligera dando lugar a
inmunoglobulina M (IgM) (Weiss & Wardrop, 2010).Finalmente, al igual que en los linfocitos T,
las células autorreactivas pasan por un proceso de seleccion negativa (Wang et al., 2020). Para
que las células B sean activadas y proliferen deben estar en contacto con el antigeno
correspondiente (Hardy & Hayakawa, 2001).
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Cadenas ligeras

Cadenas pesadas -

Figura 2. Estructura bésica de una inmunoglobulina (anticuerpo).

Para madurar, las células NK primero se definen por factores de crecimiento (como el factor
estimulador de colonias de células madre) y citoquinas, como la interleucina 15 (IL-15) y la
interleucina 2 (IL-2) (Montaldo et al., 2013), dando lugar a células inmaduras, las cuales
expresan en su membrana receptores CD56 y CD94. Posteriormente son expuestas a distintos
antigenos por APC y moléculas del MHC con el fin de eliminar NK autorreactivas (Montaldo et
al., 2013). Finalmente circulan en sangre y al ser activadas pueden liberar citoquinas
inflamatorias como interferén gama, perforina o inducir apoptosis (Poznanski & Ashkar, 2019).

2.3 Maduracién de linea mieloide

De la linea mieloide derivan dos grandes grupos celulares: los progenitores de los monocitosy
los granulocitos y los progenitores de megacariocitos y los eritrocitos (Dzierzak & Philipsen,
2013). Los megacariocitos son células grandes que residen principalmente en la médula 6sea,
y que tienen la funcién de diferenciarse en plaquetas (Puhm et al., 2023). Los eritrocitos, por
otro lado, derivan de un progenitor que debe pasar por varias etapas de maduracién entre las
gue se encuentran rubriblasto, rubricito basofilico, rubricito policromatdéfilo, metarubricito,
reticulocitoy, finalmente, el eritrocito anucleado (Dzierzak & Philipsen, 2013). No se abordara
mas de ninguna de estas células (plaquetas y eritrocitos) debido a que esta tesis se enfoca
Unicamente en los leucocitos.

Los granulocitos son, como lo dice su nombre, células que desarrollan en su citoplasma
granulos con diferentes sustancias. Estos compuestos quimicos permiten degradar moléculas
de agentes patdgenos o al agente mismo (Theml et al., 2004a). El desarrollo de granulocitos da
como resultados basdfilos, eosindfilos y neutrdéfilos. Los eosindfilos, por ejemplo, contienen
proteina basica mayor (MBP por sus siglas en inglés), proteina catidnica eosinofilica (ECP),
peroxidasa eosinofilica (EPO) y neurotoxina derivada eosinofilica (EDN); los basofilos
contienen heparina, sulfato de condroitina, histamina, factor quimiotactico de neutréfilos
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(NCF), calicreina de reaccién lenta y el factor activador de plaquetas (PAF); por ultimo los
granulos de neutréfilos llevan dentro lisozima, colagenasa, elastasa, defensina, catelicidina,
colagenasa, 2 microglobulina y gelatinasa (Sieminska et al., 2021). Tanto eosindéfilos como
basofilos maduran por completo en la médula ésea y es poco comun ver morfologias
intermedias en sangre. Sin embargo, es comun que los neutrdéfilos puedan encontrarse en la
sangre en sus formas inmaduras. De manera normal la maduracién de neutréfilos se da de la
siguiente manera: primero, son mieloblastos, que pasan a promieloblastos en la médula dsea;
ambos precursores poseen solo granulos azurdéfilos. Posteriormente maduran a mielocitos y
metamielocitos, que ya contienen granulos especificos y la siguiente etapa de maduracion es
la de neutrdéfilo con nucleo en banda, que cuentan con los granulos antes mencionados,
ademas de gelatinasa (Dahl et al., 2003). La principal caracteristica de los neutrdfilos en banda
es que su nucleo no presenta segmentos; una vez terminada la segmentacién nuclear y la
adicion de vesiculas secretoras, se considera un neutréfilo maduro, que es el que en
condiciones normales circula en la sangre y conforma la mayor parte de los leucocitos
circulantes (Weiss & Wardrop, 2010). Cuando comienza una infeccion, los neutroéfilos se
activan, lo que requiere de la expresion diferencial de genes, y migran al sitio de dafio. Ahi
cumplen funciones como degranulacion, fagocitosis y liberacién de trampas extracelulares de
neutrdéfilos (NETs por sus siglas en inglés) (Hidalgo et al., 2022). Sin embargo, en ciertas
ocasiones, sila inflamacion o infeccién son prolongadas, se pueden liberar células inmaduras
al torrente sanguineo (Borregaard, 2010). La sobreproduccion de neutréfilos puede ayudar a
controlar ciertas infecciones, pero también pueden ocasionar o agravar problemas de la
regulacion de la inflamacién (Blanco et al., 2021).

Tanto los granulocitos como los monocitos tienen un progenitor mieloide comun. Lo que
determina en qué direccidn se iran son los factores de transcripcion PU.1y C/EBPalpha (Dahl
et al., 2003; Sieminska et al., 2021). Por ejemplo, se requiere de mas expresién de PU.1 para
monocitos que neutrofilos y los neutrdfilos tienen mayor expresion de C/EBPalpha, lo que
determina la expresién los factores de transcripcion son las citoquinas (Dahl et al., 2003). Los
monocitos, a diferencia de los granulocitos, poseen algunos granulos, pero su principal
componente citoplasmatico son los lisosomas (Male, 2021). Estas células maduran por
completo en médula dsea y son liberadas a la circulacién periférica; de ahi, pueden migrar a
los tejidos y diferenciarse en macréfagos. Sin embargo, existe mucha heterogeneidad en los
monocitos y no todas las variantes terminan siendo macroéfagos residentes de tejidos
(Guilliams et al., 2018).

Habiendo cubierto los principales aspectos de desarrollo ahora se detallara cémo es el
sistema inmunolégico de los neonatos y lactantes.

3. Sistema inmunoldgico en lactantes

A partir del nacimiento todos los recién nacidos entran en contacto con miles de
microorganismos y el sistema inmunolégico debe a comenzar a funcionar tanto en el ambito
tolerante como resistente. Sin embargo, como se explicod anteriormente, su maduracion es
paulatina y al momento del nacimiento aln no ha terminado este proceso. Durante el
desarrollo in dtero hay una transferencia de componentes inmunes de la madre a la cria via
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placenta, lo mas abundante son inmunoglobulinas tipo IgG. Estas inmunoglobulinas se
trasmiten al producto principalmente en el ultimo trimestre del embarazo en el caso de
humanos y conejos (Carr et al.,, 2021). Cabe sefalar que esta transferencia, que provee
inmunidad pasiva, no sucede en todas las especies. Rumiantes y ungulados relacionados
reciben estos elementos Unicamente mediante el calostro después del nacimiento (Larson et
al., 1980). Adicional a las inmunoglobulinas (en el caso que las haya) dentro del Utero el liquido
amnidtico contiene ciertos factores de resistencia a infecciones (Palmeira & Carneiro-
Sampaio, 2016).

Posterior al nacimiento, el calostroy la leche materna proveen alacria no solo de los nutrientes
necesarios para su supervivencia (Hinde & German, 2012), sino también de componentes
bioactivos para permitir la funcién inmunoldgica y la maduracion de su propio sistema (Raju,
2011). Estos componentes incluyen inmunoglobulinas, lisozima, lactoferrina, citoquinas,
componentes del sistema del complemento, leucocitos, oligosacaridos, nucleétidos, lipidos,
hormonas, factores de crecimiento, vesiculas extracelulares, y exosomas con mRNA y miRNA
(Admyre et al., 2007; Carr et al., 2021; Hinde & German, 2012; Palmeira & Carneiro-Sampaio,
2016; Yi & Kim, 2021).

Cada uno de estos fatores tiene un papel importante en la maduracién y funcién de la
inmunidad del recién nacido. La lactoferrina, junto con la lisozima, es una enzima capaz de
degradar algunas bacterias (Palmeira & Carneiro-Sampaio, 2016). La lactoferrina,
adicionalmente, tiene accién inmunomoduladora, antiinflamatoria, antibacteriana,
antifungica y antiviral. Ademas, promueve el crecimiento de bacterias de bajo requerimiento
de hierro consideradas beneficiosas para los humanos, como Lactobacillus y Bifidobacterium
(Carretal., 2021). Los componentes del sistema del complemento permiten que sucedan las
reacciones en cascada que ayudan tanto en la respuesta innata y adaptativa. Elementos de
este sistema se han encontrado tanto en el calostro como en la leche de bovinos y se propone
que junto con la transferencia de anticuerpos forma parte de la inmunidad pasiva de las crias
(Hanson, 1998; Korhonen et al., 2000). En cuanto a las inmunoglobulinas, se han encontrado
en leche, y de manera mas abundante, en el calostro (Carr et al., 2021; Korhonen et al., 2000;
Larson et al., 1980). En humanos la inmunoglobulina més frecuente es IgA (95%) seguida de
IgM (4%) e 1gG (1%). En cambio, en bovinos la mas abundante es IgG (85-90%), 1M (7%) e IgA
(5%). Cabe mencionar que en bovinos estos anticuerpos pasan la barrera intestinal hacia el
torrente sanguineo y es esencial que suceda en las primeras 24 horas. Por el contrario, en
humanos son muy pocos los que cruzan y mas bien confieren proteccion local contra
infecciones intestinales (Korhonen et al., 2000; Larson et al., 1980).

Otra sustancia importante en la leche son los oligosacaridos, estas moléculas permiten la
colonizacién bacteriana, la cual se ha estudiado que define la inmunidad mucosal y tiene
influencia a lo largo de lavida delindividuo (Henrick et al., 2021). Los oligosacaridos de la leche
materna no son descompuestos en el estomagoy llegan intactos al intestino, esto permite que
sean digeridos por bacterias, entre ellas las de la familia Bifidobacteriaceae. Estas bacterias
inhiben la adhesion de organismos como Campylobacter jejuni, el virus Norwalk, Helicobacter
pyloriy Escherichia coli al epitelio intestinal, ademas, producen acidos grasos de cadena corte
que dan energia a enterocitos y se ha estudiado que promueven una respuesta antiinflamatoria
(Duranti et al., 2017; Henrick et al., 2021; Plaza-Diaz et al., 2018). Pero no son solo estos
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prebidticos de la leche que se relacionan con la colonizacién bacteriana, Heikkila y Saris
encontraron estafilococos y estreptococos comensalitas directamente en el fluido maternoy
se observé que estas bacterias eran capaces de interferir con el crecimiento de patdégenos
como Staphylococcus aureus (2003).

La leche materna (tanto el calostro como la leche madura) también contiene exosomas, que
son nano vesiculas que miden entre 30 y 100 nm, que sirven para transportar de forma
endocrina a factores inmunoreguladores capaces de inhibir IL-2 inducida antiCD3, la
producciéon de interferon a y aumentar el numero de células T reguladoras de tipo
Foxp3CD4CD25 (Admyre et al.,, 2007). De igual manera, como menciona Doare y
colaboradores estas vesiculas extracelulares contienen ARNm y miARN que modulan la
sefalizacién celulary el desempefio inmunoldgico (2018).

Del mismo modo que se transfieren componentes inmunes de la madre a la cria, el aporte
energético de esta sustancia no debe ser ignorado. La leche es capaz de cubrir todas las
necesidades energéticas de un cachorro por untiempo determinadoy ademas la composicién
de esta cambia conforme a las necesidades del lactante (Lyons et al., 2020). Por ejemplo, la
foca capuchina (Cystophora cristata) alimenta a su cria solo durante cuatro dias, en los cuales
transfiere alrededor de 7kg de lipidos al dia, pudiendo producir 22 litros de leche diarios. Esta
carga de grasa le permite a los neonatos sobrevivir periodos de ayuno (Hinde & German, 2012).
Asimismo, mediante este fluido pasan nutrientes esenciales como el nitrégeno que nutriran el
metabolismo proteico (Meciano et al., 2022). Aunque Hinde y German expresan que en esencia
la lactancia es la transferencia de nutridas de manera vertical en mamiferos (2012), estudios
como los mencionados en (Krol & Grossmann, 2018; Raju, 2011) muestran c6mo es un proceso
que va mucho mas alld, involucrando ambitos psicoldgicos y fisiolégicos tanto de la madre
como de la cria, aunque debido al enfoque de estas tesis esos aspectos no seran abordaos.

Hay varios factores capaces de alterar el contenido de la leche, entre los que se encuentran la
alimentacion materna (Freitas et al., 2021; Marshall et al., 2022; Verduci et al., 2021), los
contaminantes como bifenilos policlorados, arsénico, plomo, cadmio, mercurio y otros
metales pesados (Pajewska-Szmyt et al., 2019), incluso el sexo de la cria puede determinar su
contenido energético (Hosseini et al., 2020; Powe et al., 2010).

Esta informacidn permite vislumbrar la relevancia que tiene la calidad de la leche materna en
la salud de las crias y como influencia directamente en su desempefio inmunolégico. Una vez
destetados, los individuos dependeran de su alimentacidon y recursos fisiolégicos para
desarrollase 6ptimamente.

4. Hematologia

La sangre, como se ha mencionado a lo largo de los antecedentes, es un tejido por el cual los
leucocitos viajan del sitio de origen al sitio de accion o se mantienen pasivamente; por lo que
analisis de las células en sangre es de gran utilidad para conocer los parametros leucocitarios
de un individuo. Uno de los métodos que permite observar y cuantificar leucocitos es el frotis
sanguineo, con el cual se puede identificar sindrome mieloblastico, linfoma, leucemia, varios
tipos de anemia, entre otros, Ademas de dar un panorama de la salud del individuo (Bain,
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2005). Al analizar un frotis es posible obtener el nimero de leucocitos totales (WBC por sus
siglas en inglés) y conteos diferenciales de células blancas. En esta seccién se hondara en
estos parametros para mostrar su relevancia al obtener informaciéon inmunoldgica de los
organismos.

El WBC es la abreviatura, en inglés, del conteo total de leucocitos en sangre. Como no es
posible analizar toda la sangre de un organismo, se usan extrapolaciones para calcularlo. Con
los conteos diferenciales es posible obtener un aproximado de cuantas células de cada serie
hay en sangre (Gulati et al., 2013).

Para elaborar un frotis sanguineo se debe colocar una gota de sangre fresca extraida del sujeto
de estudio en un portaobjetos. Con otro portaobjetos se debe correr esa sangre a lo largo de la
laminilla formando una lengua de gato. Es recomendable que el frotis se realice lo mas
cercanos posible a latoma de muestra. Hay algunas especies como perros y primates, donde
después de dos horas del muestreo aun se conserva perfectamente la integridad celular, pero
esto varia entre especies (Weiss & Wardrop, 2010). Una vez hecho el frotis, debe secarse con
airey ser tenida tipicamente con la tincion de Romanowsky (Chabot-Richards & George, 2014).
Estatincién detectacambios de pHy permite diferenciar los linajes celulares y sus estructuras.
(Weiss & Wardrop, 2010). El mejor sitio para observar el frotis es la zona de pluma, que es
donde se encuentra una fina monocapa donde las células no se tocan entre si y son
claramente visibles sus morfologias (Longo, 2012). Se recomienda primero observar con el
objetivo 10X, en el microscopio, para tener un panorama amplio de la muestra, ver
agrupaciones plaquetarias, y determinar si las células estan bien conservadas. Después se
observa a resoluciones mayores para determinar correctamente el tipo de célulay su estado
de maduracion. En conteos diferenciales es importante tomar en cuenta granulocitos
inmaduros, linfocitos anormales y blastos (Chabot-Richards & George, 2014).

Los niveles de leucocitos normales son determinados por un conjunto de valores obtenidos de
animales clinicamente normales, quiere decir que presenten una condicién corporal, masa, y
comportamientos esperados en un organismo sano. Aun asi, es importante tomar en cuenta
que hay unrango de error en donde hay individuos con valores dentro de lo normal que pueden
estar enfermos y sujetos con valores atipicos que tienen buen estado de salud (Weiss &
Wardrop, 2010).

Existen varios factores que pueden alterar los parametros leucocitarios, como edad, sexo y
estado de salud del individuo (Weiss & Wardrop, 2010). Por ejemplo, los recién nacidos e
infantes, en humanos, tienen un WBC mas alto que en etapas de mayor edad. En las primeras
dos semanas los linfocitos son las células inmunes mas abundantes y paulatinamente cambia
a neutrofilos (Chabot-Richards & George, 2014). Otros factores como, sustancias toxicas,
radiacién, formacion de tumores, procesos autoinmunes o alérgicos e infecciones crénicas
afectan la produccién celular y los conteos leucocitarios (Theml et al., 2004)

Las anomalias cualitativas en leucocitos son de dos tipos, las que se desplazan a la izquierda
(que son variaciones que tienden a tener formas inmaduras de los leucocitos) o
desplazamientos a la derecha, donde al contrario de la anterior las células suelen ser mas
maduras de lo normal (Theml et al., 2004). Estos desplazamientos son comunes, por ejemplo,
en procesos compensatorios, donde se pierden células y de deben liberar especimenes
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inmaduros para cubrir las necesidades del individuo por alguna infeccién o simplemente la
demanda es mayor (Longo, 2012). Estos desplazamientos son mas notorios en algunos
leucocitos como neutréfilos, donde valores elevados de neutrdéfilos en banda pueden indicar
una infeccién bacteriana o niveles elevados de neutrofilos hipersegmentados pueden ser
indicadores de anemia megaloblastica por falta de B9y B12 (Honda et al., 2016; Longo, 2012;
Theml et al., 2004). Cabe resaltar que no es suficiente con la presencia de estas células en
etapas de maduracidn distinta para diagnosticar una enfermedad. En mamiferos marinos, por
ejemplo, es normal que el 2-5% de los leucocitos sean identificados como bandas (Weiss &
Wardrop, 2010).

Existen mas anomalias cualitativas como los neutréfilos vacuolados que indican una sepsis
bacteriana o granulados que se asocian con la enfermedad de Chédiak-Higashi, otras
granulaciones toxicas que se vinculan con inflamacién sistémica, cuerpos de Dhole que
muestran condiciones inflamatorias, los linfocitos vacuolados abundantes pueden
relacionarse a leucemia linfoblastica aguda, linfocitos explotados (llamados smudge cells)
estan presentes cuando hay leucemia linfoide crénicay como estos ejemplos hay muchos mas
(Longo, 2012).

En el caso de basdfilos y eosindfilos se observan mas los cambios cuantitativos (aunque
también suceden en los otros leucocitos), especialmente cuando los conteos de estas células
son elevados. Por ejemplo, los baséfilos son poco comunes, representan solo de 0 a 1% de las
células sanguineas, cuando su presencia es abundante puede ser un indicador de leucemia
mieloide (Longo, 2012). No obstante, el incremento en conteos de una serie puede deberse a
falta de produccion de otra dando como resultado la falsa percepcidon de que las cantidades
de un leucocito en particular son elevadas (Theml et al., 2004). Es importante recalcar que
tanto los cambios cualitativos como cuantitativos en los conteos sanguineos estan vinculados
con alteraciones en médula ésea (Longo, 2012).

5. Elefante marino del Norte

Muchos aspectos entre ellos la alimentacion son las que modulan la actividad inmunolégica.
Un periodo de ayuno permite quitar algunos factores de ruido para estudiar estos aspectos,
especialmente si se conoce de dénde vienen las reservas con las que se contara en los
tiempos sin alimento, por su historia de vida, el elefante marino del norte (Mirounga
angustirostris) es un buen modelo de estudio para profundizar en temas de ecoinmunologia. A
continuacion se abordaran algunos aspectos de la biologia de la especie que son necesarios
para comprender su uso como modelo de estudio en la presente tesis.

5.1 Taxonomia

El elefante marino del Norte es un pinnipedo perteneciente a la familia Phocidae, y, junto con
Mirounga leonina (el elefante marino del Sur), es de las especies de mamifero marino mas
grandes que existen, excluyendo a los cetaceos(Berta et al., 2015). Estas dos especies en
particular, pero en general los pinnipedos, se caracterizan por tener un dimorfismo sexual muy
marcado ya que el macho puede llegar a pesar entre ocho y 10 veces mas que la hembra
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(Warsig et al., 2018). Otra de las diferencias evidentes entre machos y hembras de este grupo
es la probdscide (que le da el nombre de elefante) presente solamente en los machos. Esta les
permite, junto con la expresidn facial comunicar dominancia a otros machos en temporada
reproductiva. También se propone que las vocalizaciones realizadas con esta trompa podrian
relacionarse con eltamafioy forma delanimal. Sanvitoy colaboradores (2007) observaron que
la probdscide crece de manera lineal los primeros nueve afos, por lo que en algunas
poblaciones podria servir para conocer la edad de los machos. Aungque tanto el elefante
marino del norte como el del sur tienen esta probdscide, la especie del norte suele tenerla mas
larga al igual que un escudo de pecho mas desarrollado. En cuanto a las hembras las del sur
tienen la nariz mas gruesa y redondeada que las del norte. Estas diferencias, aunadas a la
distribucién de las especies de Mirounga (M. leonina en el sury M. angustirostris en el norte)
son algunas de las caracteristicas que separaron a ambias especies hace aproximadamente
0.61-3.96 millones de anos (Berta et al., 2015).

5.2 Distribucién

El elefante marino del Norte tiene una distribucién de reproducciéon menos amplia que el
elefanta marino del Sur. Se conocen alrededor de 15 colonias que van desde Point Reyes en el
norte de California, en Estados unidos, hasta Baja California, en México. Stewarten 1997 utilizé
radio telemetria via satélite para ver el comportamiento migratorio de estas focasy mostré que
hay una segregacién de machos y hembras durante el periodo de alimentacion. Ambos sexos
migraran a aguas del pacifico norte, pero machos llegan a latitudes mas altas que las hembras
y también a mayores profundidades. Se piensa que esta diferencia en la migracién es debido a
los requerimientos energéticos del macho que crece a una tasa mayor que las hembras
(Stewart, 1997). Esta migracion es de alrededor de 10,000 kildbmetros y hay algunos individuos
gue larealizan dos veces por afio. Una vez en invierno para reproducirse y una segunda ocasion
para realizar la muda de piely pelo en primavera (Wursig et al., 2018).

5.3 Historia de vida

Mirounga angustirostris tiene una historia de vida similar a la de otros pinnipedos, con periodos
de ayuno, destete abrupto y migraciones bianuales, sin embargo, algunos aspectos son unicos
del grupo. En esta seccidn se desarrollaran los aspectos mas importantes de esta historia de
vida.

La gestacion de la especie se caracteriza por una duracién de alrededor de 11 meses, pero al
igual que otros pinnipedos los elefantes marinos presentan un fendmeno de diapausa
(Hassrick et al., 2010). Las hembras entran en estro aproximadamente 24 dias después del
partoy en este tiempo, después de la copulacidon con el macho, se da la fertilizacién (Leboeuf,
1972). El ovulo fecundado se desarrollara solo hasta la etapa de blastocito y su desarrollo se
detendra hasta recibir sefiales ambientales que indiquen la implantacién (Berta et al., 2015;
Boyd, 1991). Se piensa que la implantacidén se da hasta el tiempo de muda, cuando las
hembras regresan a tierra a cambiar de pelo y piel durante el verano (Huckstadt et al., 2018)
Después de laimplantacion, el embarazo continda su curso normaly entre los meses de enero
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y marzo se da el parto, lactancia y destete (Leboeuf, 1972). La placenta de M. angustirostris se
ha descrito como zonal, anular, laberintica y endotelio-coriénica, similar a la de otros
miembros del orden carnivora (Diessler et al., 2020).

Al nacer las crias pesan entre 40-50 Kg e inmediatamente comienza su periodo de lactancia
(Wursig et al., 2018). La transferencia de nutrientes via leche materna es altamente eficiente
en esta especie ya que se da de manera intensiva durante 26-28 dias; al terminar esta etapa
los elefantes marinos pesan entre 140 y 150kg (McMahon et al., 2000b). En esta etapa las
madres pasan por un periodo de ayuno desde la llegada a la playa hasta el destete. Este ayuno
evita que la madre gaste energia en viajes de alimentacidn y puede transferir mas nutrientes al
cachorro (Le Boeuf & Laws, 1994). Se sabe, por estudios realizados por McMahon y
colaboradores (2000) con el elefante marino del Sur, que la energia que poseen las hembras
para sobrevivir la lactancia proviene de las reservas previamente almacenadas en los viajes de
alimentacioén. En estos viajes la calidad del alimento es importante ya que no solo determinara
la masa corporal de la cria, también determinara cuanto tiempo puede dedicar la madre a la
lactancia. McMahon y colaboradores también encontraron que la masa de los cachorros al
destete es relevante para su supervivencia ya que sus reservas son todo lo que tienen mientras
logran aprender a nadary cazar por ellos mismos. En este estudio se observé que los cachorros
mas gordos tenian aproximadamente 10 dias mas que los cachorros delgados para encontrar
alimento en su primer viaje de alimentacion. La masa de las crias esta determinada por la
cantidad y calidad de alimento disponible para la madre en zonas de alimentacion, la
capacidad de la hembra para almacenar la energia obtenida y la eficacia de la lactancia. Esto
guiere decir que, al menos parcialmente, el crecimiento de la poblacién estd mediado por la
salud del ecosistema marino de las zonas de forrajeo (McMahon et al., 20003).

En general para los pinnipedos, las etapas de mayor mortandad son las mas tempranas. La
supervivencia de la cria esta estrechamente vinculada con la inversion de la madre sobre esta.
Gantt (1973) determind en un estudio con M. angustirostris que el 70% de las crias que son
abandonadas o separadas de la madre mueren antes de llegar a la edad de destete. Sin
embargo, también se observé que la mayoria de las madres (72%) alimentd a los recién
nacidos el tiempo correspondiente. Al ser tan importante este aporte energético para los
cachorros, existen algunos que buscan leche de otras madres; de hecho, en este mismo
estudio se observd que el 80% de las crias buscd, y ocasionalmente logré obtener, leche de
otra hembra. Esta plasticidad de lactancia beneficia a las crias huérfanas ya que el 38% de las
madres que perdieron a su cria, adoptaron a otra y la amamantaron hasta el destete. Esto
despierta preguntas interesantes con respecto a la unidad evolutiva que se encuentra bajo
seleccidn en esta interaccién. Tal vez podria estar relacionado con el hecho que se observé
que las hembras que no amamantaron o lo hicieron solo de manera ocasional no copularon
(Gantt et al., 1973).

El destete, como ya se menciond, es abrupto y las crias son abandonadas en las playas de
reproduccion. Ahi permanecen en ayuno entre cuatro y siete semanas, y la grasa corporal que
lograron almacenar es su Unica fuente de energia; al final de este periodo comienzan a entrar
alagua en busqueda de alimento (Reiter et al., 1978) después pasan los siguientes seis meses
en el mar. Durante esta etapa hay un 30% de mortandad (Wursig et al., 2018). En cuanto a las
madres, unos dias antes de terminar el periodo de lactancia entran en estro y copulan con el
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macho. Sin embargo, el ovulo fecundado llegard a blastocisto y se implantara varios meses
después, a este proceso se le conoce como implantaciéon retardada y se observa en muchas
especies de pinnipedos (Berta et al., 2015).

Los elefantes juveniles comenzaran a crecer sin regresar a la playa hasta alcanzar la madurez
sexual (entre los tres y los ocho afos) con excepcion de los periodos de muda. Esta etapa es
una de las mas vulnerables. Le Boeuf (2019) estudié por mas de cinco décadas a poblaciones
de esta especie y menciona que la mayoria de las muertes son en altamar por depredadores
como tiburén blanco u orcas y por falta de alimento en zonas de forrajeo. En este mismo
estudio se menciona que el fendmeno de El Nifio (ver seccién 6.1) también impacta la
disponibilidad de alimento y, en consecuencia, la supervivencia de los elefantes marinos. Las
muertes en tierra suelen ser de crias aplastadas o destetadas temprana y, ocasionalmente,
organismos adultos que fueron lesionados gravemente a consecuencia de peleas
intraespecificas.

Durante el periodo de crecimiento y forrajeo en mar abierto algunos autores proponen que
machos y hembras se separan para alimentarse yendo los machos a mayores profundidadesy
latitudes mas nortefias que las hembras (Stewart, 1997; Wirsig et al., 2018). A pesar de esta
separacion De Long (2022) no encontré diferencias en la dieta de machos y hembras obtenida
de lavados de estdmago de 193 elefantes marinos entre los afios 1984 a 1990. Hasta llegar a
la madurez sexual los individuos solamente estan en tierra para la muda de piel y pelo.

Entre los tres y los ocho anos los machos llegan a las playas y tratan de conseguir territorios
para hacer su harem, los machos jévenes deberan esperar algunos afios para poder ser
competitivos con los machos dominantes (machos alfa). La territorialidad se marca con
vocalizaciones, expresiones faciales, movimientos de dominancia y peleas (Sanvito et al.,
2007). Las hembras llegan a las playas despuésy a los pocos dias de su arribo paren a la cria
engendrada el ano anterior. Oothuizen y colaboradores (2021) monitorearon 7,420 elefantes
marinos del sur de edad conocida durante 36 afios y vieron que las hembras que se
reproducian a mas temprana edad tenian tasas mas bajas de senescencia y tasas mas altas
de reproduccién neta con respecto a las que se apareaban por primera vez a mayor edad o no
periédicamente. La edad promedio de primera reproduccién son cuatro anos. Adicionalmente
Le Boeuf (2019) observé que habia super mamas; es decir, hembras que se reproducian ano
con anoy eran mas longevas que el resto. Estas hembras se ubicaban en sitios estratégicos de
proteccion para sus crias (en el centro del harem para evitar aplastamientos por machos
periféricos) y desde su primer afio de reproduccion tenian un cachorro. Estas super mamas
son clave para el crecimiento de las poblaciones.

El éxito reproductivo de los machos, a diferencia de las hembras, se relaciona con su tamano,
su fuerzay su capacidad de ayuno. Eltamafo y la fuerza para conseguir territorios con muchas
hembras y la capacidad de ayuno para mantenerse vigilante del harem y fecundar a todos sus
integrantes. Los machos pueden ayunar por hasta 100 dias para mantener su rango socialy a
sus parejas reproductivas (Le Boeuf & Laws, 1994).
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5.4 Alimentacion

La dieta del elefante marino del Norte esta basada practicamente de forma exclusiva en
cefalépodos (Wirsig et al., 2018). En un estudio realizado por De Long (2022) se determind que
Octopoteuthis deletron, Histioteuthis heteropsis, Gonatopsis borealis, y Histioteuthis dofleini
son los cefaléopodos mas comunes en la dieta de M. angustirostris junto con un pez del grupo
de los teledsteos merluccius productus. No se encontraron diferencias de las especies
presentes entre machos y hembras, solamente se encontré una diferencia significativa en
machos juveniles que tenian cicléstomos en su contenido estomacal (DelLong, 2022).

La presencia de estas presas es esencial para que los elefantes marinos puedan completar sus
necesidades energéticas (McMahon et al., 2000). No solo es importante la obtencién de
alimento, sino también la optimizacion del mismo. M. angustirostris tiene estrategias para
maximizar el ahorro de energia durante los periodos de ayuno que se dan cuando esta entierra
firme. La principal estrategia es dormir. Cuando estas focas no estan luchando, apareandose,
amamantando o aprendiendo habilidades acuaticas (en el caso de las crias al final de su
destete) duermen. Durante este suefio tienen periodo de apnea que pueden durar hasta 25
minutos. La apnea no solo economiza energia, también evita la pérdida de agua (Le Boeuf &
Laws, 1994).

5.5 Estado de conservacion

Histéricamente, el elefante marino del Norte ha sido cazado por su piel, grasa y carne, asi
como por interacciones con la pesca comercial (Sydeman & Allen, 1999). Durante 50 afos se
cazd intensivamente a los elefantes marinos llegando a tener una poblacién total menor a 100
organismos en 1890 (Wursig et al., 2018). Con el tiempo se han implementado medidas de
protecciéon, como la Ley de Proteccién de Mamiferos Marinos de EE. UU. de 1972y la Ley de
Especies en Peligro de Extincion de 1973, lo que ha llevado a una recuperaciéon de algunas
poblaciones (Sydeman & Allen, 1999). En el territorio mexicano, esta especie esta en la Ley
General de Vida Silvestre de México, disponible en
https://www.diputados.gob.mx/LeyesBiblio/pdf/146_200521.pdf, como especie sujeta a
proteccion especial. Ademas de tener un apéndice para proteccién adicional en la Convencidn
sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES)
disponible en https://cites.org/esp/disc/text.php. En 2014 Mirounga angustirostris fue
colocada en una categoria de preocupaciéon menor por la Lista Roja de Especies Amenazadas
de la Unidon Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN). Esto se da
principalmente porque su poblacién va en aumento, a una tasa de 6% anual (Wursig et al.,
2018), aunque en algunas zonas como el archipiélago de San Benito en Baja California no se
detectaron cambios en la abundancia (Garcia-Aguilar & Morales-Bojérquez, 2005) y, mas
recientemente, la poblacién, en aguas mexicanas, parece estardisminuyendo aunatasaanual
promedio de 3.6% de 2002 a 2019, y para 2019 se estimo la abundancia en 4,723 individuos
(Rodriguez-Rafael et al., 2023).

Aunque la caza de los elefantes marinos del Norte esta controlada, esta especie aun presenta
varios retos para su supervivencia. Por ejemplo, se ha estudiado que el aumento de la
temperatura superficial del mar (ver seccion 6.1) disminuye la cantidad de presas disponibles
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(este proceso se explica mejor en la secciéon de Cambios ambientales en los ecosistemas
marinos) llevando a una menor acumulacioén de grasa por parte de la madre. Esto provoca que
las crias del afio siguiente tengan un menor peso al destete y su supervivencia se ve
comprometida (Le Boeuf & Crocker, 2005).

Otras amenazas que no son exclusivas para la especie son las capturas incidentales por
pesquerias o conflictos con percadores. De hecho, esta es la principal causa de riesgo para 11
de las 13 especies amenazadas de pinnipedos (Kovacs et al., 2012). La exposicién a sustancias
téxicas también es un riesgo actual para esta especie. Un estudio hecho en la Isla de Afo
Nuevo, EEUUA, mostré que crias de M. angustirostris tienen PCBs (bifenilos policlorados) en la
capa de grasa, los cuales pasan a circulacion en el periodo de ayuno ya que las grasas son
movilizadas para aprovechar su energia (Debier et al., 2006). Estos compuestos quimicos
fueron ampliamente utilizados en diversos productos industriales, como refrigerantes, fluidos
hidraulicos, tintas, y equipos eléctricos, entre otros y su acumulacién en los tejidos trae
efectos nocivos tanto para humanos como para vida silvestre, debido a su impacto sobre el
sistema reproductor y el sistema inmune (Ross et al., 2000). Finalmente, una amenaza
potencial son microorganismos patdégenos de alta virulencia, incluyendo morbillivirus,
herpesvirusy algunas especies de Leptospira (Barrett, 1995; Colegrove et al., 2005; Delaney et
al., 2014; Goldstein et al., 2006; Horgan et al., 2023; Kennedy, 1998).

5.6 Hematologia clinica

Se han estudiado los parametros hematoldégicos del elefante marino del norte, especialmente
en poblaciones estadounidenses. Estos parametros incluyen a crias rehabilitadas después del
destete, machos adultos no reproductores, juveniles y crias (Gulland et al.,, 2018). A
continuacion, se muestran los parametros leucocitarios normales para crias destetadas
rehabilitadas ya que estos valores estan sustentados por mayor numero de muestras y un
rango temporal mas amplio, ademas de que las crias analizadas en esta tesis también estaban
en la etapa de destete (Cuadro 2).

6. Cambios ambientales en los ecosistemas marinos

Alrededor del 71% del planeta esta cubierto por océanos, lo que permite comprender que
desempefien un papelfundamental en la dindmica terrestre, asi como los fendmenos globales
impactaran fuertemente a estos cuerpos de agua (Water Science School, 2019). La
distribucién y abundancia de especies depende no solo de los factores poblacionales
intrinsecos, también las condiciones ambientales juegan un papelrelevante (Sydeman & Allen,
1999). La temperatura, oxigenacion, el pH y la produccidén primaria son solo algunos de los
factores que tienen un efecto directo sobre los ecosistemas submarinos (Henson et al., 2017).
A continuacién, se describiran los principales elementos que impactan estos espacios.

29



Cuadro 2. Parametros leucocitarios de referencia para M. angustirostris. Valores obtenidos de
25 crias rehabilitadas. Datos obtenidos de (Gulland et al., 2018)

Leucocitos Rango normal /pl
Leucocitos totales 11,200-29,600
Neutrofilos en banda 0-527
Neutrofilos maduros 7,176-20,714
Linfocitos 2,385-7,630
Monocitos 400-3,400
Eosinofilos 100-795
Basofilos 0-160

6.1 Temperatura

La temperatura puede definir la distribucién, abundancia, comportamiento y reproduccion de
los organismos marinos (Sydeman & Allen, 1999). La temperatura cardinal es un término
utilizado para definir puntos de temperatura criticos para los seres vivos. Por ejemplo, la
temperatura cardinal minima es la mas baja a la cual un organismo puede sobrevivir, antes de
la congelacion intracelular letal. Lo mismo sucede con la maxima que es el punto antes de que
se de muerte por estrés térmico (Jeffree & Jeffree, 1994). Normalmente, la distribucién de una
especie se encontrara en un punto intermedio entre la temperatura maximay minima, llamado
temperatura cardinal 6ptima. Las zonas de temperatura optima se expanden a lo largo de un
gradiente que cambia constantemente dependiendo de los cambios ambientales y la
dispersion de las poblaciones (Jeffree & Jeffree, 1994).

La temperatura superficial del mar (TSM) corresponde a los primeros metros del océano y se
ve influenciada por varios factores que se mencionaran mas adelante (de Boer et al., 2007).
Las variaciones en esta temperatura son relevantes ya que regulan las redes tréficas a través
del flujo de nutrientes, distribucidon de peces y plancton (Beaugrand & Reid, 2003), ademas de
otros aspectos biolégicos como la reproduccién y migracién de algunas especies (Jeffree &
Jeffree, 1994).

La TSM estd interrelacionada con factores como salinidad, disponibilidad de energia y
ventilacién (de Boer et al., 2007). Alintercambio de gases entre el mary la atmdsfera se le llama
ventilacién oceanica e indica que tan eficientemente es este intercambio de gases, entre mas
eficiente mas ventilado (Blanke et al., 2002). Cuando la temperatura es baja, las moléculas de
agua estan mas juntas entre si y esto permite retener mas oxigeno en solucién, cuando la
temperatura es elevada, las moléculas se encuentran mas separadas y no se puede retener
tanto ese gas (Chang & Goldsby, 2011).

La energia disponible es la que impulsa el movimiento marino, que por supuesto, modula las
condiciones climaticas oceanicas. Por ejemplo, el sol ejerce una fuerza al calentar el agua 'y
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propiciar la evaporacién. Se sabe que el océano transporta el mismo orden de magnitud de
energia desde los trépicos hacia los polos que hacia la atmdsfera en forma de evaporacién
(Jayne & Marotzke, 2001). El viento también tiene un papel importante en la dinamica ya que
genera fuerza de arrastre en la superficie, ademas de que, en algunas regiones, la energia
geotérmica puede influir en la circulacidon ocedanica y temperatura, especialmente en zonas
donde hay actividad volcanica submarina (Meyer et al., 2015). Aunado a esto, fendmenos
climaticos como ENSO (El Nifio Southern Oscilation; de aqui en adelante 'El Nifio’) o la
Oscilacién del Atlantico Norte también tienen una fuerte influencia sobre los ecosistemas
marinos (Doney et al., 2012).

La salinidad hace referencia a la cantidad de sales disueltas en el agua de mary esto cambia
la densidad del fluido (Chang & Goldsby, 2011). El agua caliente es menos densa que el agua
fria, pero al anadir el factor de salinidad puede resultar en aguas frias menos densas, por la
concentracién de sales o viceversa. Estos cambios de densidad permiten dindmica en el agua,
que junto con otros factores crea corrientes (Meyer et al., 2015).

Todo lo antes mencionado forma una compleja red de interaccidon de factores fisicos que en
conjunto crean gradientes de distintas condiciones que regulan a los factores biéticos, como
la productividad primaria, que a su vez regula a toda la red bioldgica que forma los distintos
biomas (Wei et al., 2010).

El gradiente de temperatura 6ptimo para cada especie tiene variaciones que son detectadas
como sefiales y permiten llevar a cabo o no procesos fisioldgicos tan relevantes como la
reproduccion o migracion (Jeffree & Jeffree, 1994; Olive, 1995; Saragoca Bruno et al., 2020). En
el estudio de Olive 1995, encontraron que la temperatura, junto con otros factores como el
fotoperiodo, tienen relevancia en los ciclos reproductivos de invertebrados marinos. Esta sefial
térmica es relevante ya que también permite la sincronizacion de liberacién de gametos. Si
este proceso no se sincroniza, la reproduccion de varias especies de invertebrados no es
efectiva (Olive, 1995). Los corales formadores de arrecifes, por ejemplo, sincronizan su desove
a partir de la temperatura superficial del mar, esta sefial ambiental permite la sincroniay por
lo tanto se puede dar un intercambio genético en estos cnidarios (Keith et al., 2016). Keith y
colaboradores encontraron que un aumento en la temperatura media del podia producir
alteraciones en los ciclos reproductivos anuales cuando el fotoperiodo también fungia un
papel significativo en el mecanismo de sincronizacion.

Los cambios en las temperaturas no solo afectan la sincronia. En otro caso estudiaron como
los cambios climaticos, especialmente por fenédmenos como La Nifa (caracterizada por
surgencias de agua fria) o El Nifo afectaban las nidadas de tortugas verdes en Costa Rica
(Saragoca Bruno et al., 2020). Los autores encontraron que se depositaron menos nidadas de
tortugas verdes dos anos después de ELNifo y mas nidadas de tortugas verdes se depositaron
dos afios después de eventos de La Nifa. Ellos proponen que esto es debido a que la
temperatura afecta a la productividad primaria, en este caso los pastos marinos nicaragliienses
de las que se alimentan las tortugas verdes. Si disminuyen los productores por las altas
temperaturas, las tortugas (consumidores primarios) no tendran energia suficiente para llevar
a cabo la reproduccion dicho afio(Saragoca Bruno et al., 2020).
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También se ha visto que El Nifio puede tener efectos significativos en las poblaciones de
pinnipedos, afectando la disponibilidad de alimentos y la distribucién de las poblaciones
(Sydeman & Allen, 1999). En el estudio de Le Boeuf y Crocker (2005) se observé que, durante
un periodo calido de 24 afios, asociado a El Nifio, la masa después del destete de crias de
elefante marino disminuyé. En cambio, cuando las condiciones fueron mas frias la masa de
las crias fue mayor. Los autores indican que puede deberse a que, en los periodos calidos
asociados a la disponibilidad de sardinas, las madres deben invertir mas energia en forrajeo,
lo que culmina en menor ganancia de masa, de manera que se merma la cantidad de energia
disponible para transferir a la cria via leche maternay como resultado final las crias destetadas
tienen menos masa. En periodos frios, asociados a disponibilidad de anchoas, las madres
gastan menos energia en la busqueda de alimento, por lo tanto, la transferencia de grasa es
mayor (Le Boeuf & Crocker, 2005)

Durante las ultimas décadas la temperatura superficial del mar en varias regiones ha
aumentado y esto podria estar asociado a cambios en la abundancia tanto de organismos de
niveles tréficos inferiores (zooplancton) como superiores (peces, aves, mamiferos marinos)
(Saragoca Bruno et al., 2020). Segun el informe del IPCC, la temperatura media global puede
aumentar entre 1.8°C y 4.0°C durante el siglo XXI, dependiendo del escenario de emisiones
(Calvin et al., 2023). Independientemente del grado de aumento, es previsible que traera
consigo cambios ambientales que podran tendran efecto en los ecosistemas marinos y en sus
integrantes mas sensibles, aunque la temperatura no sea el Unico elemento que interfiere en
la viabilidad de sus poblaciones.

6.2 Oxigenacion

El oxigeno del mar, ademas de provenir del intercambio directo con la atmdsfera, desde hace
2,700 millones de anos se produce como resultado de la fotosintesis (Kendall et al., 2010). Los
organismos fotosintéticos marinos se encuentran en la zona fética, que es donde pueden
recibir fotones del sol, que son absorbidos por los pigmentos y convertidos en cargas
eléctricas (Creatore et al., 2013). La amplitud de esta zona depende de factores como el
movimiento del agua, la profundidad, y la cantidad de particulas disueltas (Tett, 1990). Los
productores, ya sean macroalgas, microalgas y cianobacterias, absorben CO, disuelto
(carbono inorganico) y lo convierten en carbono organico que se utilizara para obtener glucosa
y constituir sus tejidos (Reinfelder, 2011). A este cambio de fase, de inorganico a organico, se
le llama la bomba de carbono biolégico (Johnson & Bif, 2021). Al absorber carbono para la
fotosintesis, los organismos liberan oxigeno, el cual permite que los seres vivos circundantes
(y ellos mismos después) lo integren para obtener energia mediante procesos de respiracion
(Alberts, Johnson, Lewis, et al., 2002). Por supuesto, la concentracién de oxigeno no depende
solo de los seres fotosintéticos, también de factores fisicos antes mencionados, como la
temperatura, ventilacién, dinamica, entre otros (de Boer et al., 2007).

A lo largo de los océanos hay gradientes de oxigeno, asi como los hay de temperatura. Estas
zonas con diferente concentracion de oxigeno permiten que los organismos se distribuyan
segun sus requerimientos oxigénicos (Edgcomb & Pachiadaki, 2014). Por ejemplo, se ha
estudiado que la diversidad de arqueas oxidantes del amonio (AOA por sus siglas en inglés)
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cambia dependiendo de la cantidad de oxigeno disponible. Estas arqueas son importantes en
las comunidades nitrificantes de los océanos y suelen encontrarse en zonas con surgencias
(Molina et al., 2010), y la diversidad de AOA es mayor en las zonas con menos oxigeno en la
zona de minimo de oxigeno, como se vio frente a Peru y el norte de Chile y la plataforma
continental frente a Chile central (Molina et al., 2010).

Naturalmente hay procesos que cambian la concentracién de oxigeno en los mares. Por
ejemplo, los florecimientos algales. Los florecimientos algales son una proliferacion
exponencial, pero efimera, de fitoplancton que suele darse por un aumento en los nutrientes
disponibles (Schleyer & Vardi, 2020). Los florecimientos suelen ser detonados por surgencias,
desemboca miento de rios y circulacion del agua (Sellner et al., 2003). La mayoria de las algas
que pasan por procesos de proliferacidon de este tipo, son importante fuente de alimento y
sostienen la cadena trdéfica, solamente 3-5% de los florecimientos son nocivos (Schleyer &
Vardi, 2020). Se les llaman nocivos ya que se generan toxinas que pueden ser dafinas para
varias especies. Se ha visto que la marea roja (un tipo de florecimiento algal nocivo) puede
generar enfermedades y muerte en varias especies, incluyendo mamiferos marinos (Anderson,
2009). Algunos florecientitos de este tipo generan zonas de hipoxia en el océano debido a que
un porcentaje la biomasa generada se hunde y comienza a descomponerse y esta
descomposicidén consume el oxigeno disponible (Sun et al., 2022). Aunque, como se mencionod
hay causas naturales para el aumento de nutrientes, las zonas muertas han ido en aumento
debido al exceso de nitrégeno y fosforo, utilizados en fertilizantes agricolas junto con el
desecho humano y animal (Dybas, 2005). Mas de la mitad del nitrégeno inorganico disuelto
proviene de productos fabricados por humanos Las principales fuentes de nitrégeno
inorganico antrépico son: fertilizantes agricolas, combustiéon de combustibles fésiles, siembra
intensiva de leguminosas como la soja, ganaderia, aguas residuales no tratadas y acuicultura
de peces. La carga de nitrégeno de estos elementos termina por fluir en rios que derivan en el
mar, ademas de que también hay un aporte por deposicién atmosférica (Malone & Newton,
2020) (ver Figura 3).
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Figura 3. Fuentes de nitrégeno y fosforo antrépicos que propician florecimientos algales 'y
fendmenos de eutroficacion costera, reduciendo la cantidad de oxigeno disponible en el
agua. Imagen obtenida de Malone & Newton, 2020.

Las zonas muertas, 0 con poco oxigeno, no son un fendmeno nuevo ni poco comun, sin
embargo, se ha visto que su expansion estd cambiando De hecho, existen 146 zonas muertas
costeras en el mundo, y su numero ha aumentado desde la década de 1960 (Dybas, 2005).

6.3 Contaminantes

Otro factor ambiental que afecta los ecosistemas marinos son los contaminantes. Existen
varios tipos de contaminantes que influyen sobre la vida submarina, el mas evidente es el
plastico (Eriksen et al., 2014). Los plasticos son polimeros organicos sintéticos cuyo consumo
ha aumentado gracias a su versatilidad, durabilidad y bajo costo (Derraik, 2002). Durante las
Ultimas décadas del siglo XX, la tasa de deposicidn de plasticos en el medio ambiente marino
superod la tasa de producciéon (Moore, 2008). Eriksen y colaboradores calcularon que existen
5.25 billones de particulas de plastico en el océano con un peso total de 268,940 toneladas
(Eriksen et al., 2014). EL80% de los desechos humanos acumulados en las cosas son de origen
plastico (Senko et al., 2020).

El problema de la contaminacién plastica ha aumentado con el paso de los afios y cada vez se
encuentran mas estos contaminantes en dreas remotas (Derraik, 2002). Mas de 900 especies
marinas han sido observadas interactuando con la contaminacién por plasticos, siendo los
mas afectados aves, mamiferos marinos y tortugas (Senko et al., 2020). Ademas de que los
plasticos que se acumulan en el sedimento pueden inhibir el intercambio de gases con las
aguas superficiales y sofocar a los organismos benténicoss (Moore, 2008).
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El mayor problema del plastico en animales es la ingesta de diferentes objetos y
enmallamiento (Derraik, 2002). Los efectos que se han observado son muerte, dafio al tracto
gastrointestinal, inanicion, malnutricién, la lesion fisica, la reduccion de la movilidad y el
estrés fisioldgico (Senko et al., 2020). También, puede provocar fallas en el sistema inmune
(REF). Varias especies de otaridos y fécidos se enredan en artes de pesca perdidas y amenudo
mueren a causa de heridas crénicas y profundas (Butterworth, 2016). Los plasticos se
clasifican en macro si es mayor a5 mm y micro si su tamafo es menor (Moore, 2008).

El consumo de plastico y microplastico es muy preocupante ya que dependiendo de las
sustancias colocadas en su fabricacién podrian ser téxicos y ademds absorben
contaminantes hidrofébicos (Moore, 2008). Pueden provocar disminucién del estimulo
alimentario, bloqueo de enzimas digestivas, baja en los niveles de hormonas esteroides, junto
con retraso en la ovulacién y fallo reproductivo (Derraik, 2002). De hecho, se ha visto que en
megafauna, los plasticos ingeridos afectan tanto a su salud individual como a su capacidad
reproductiva, y dada la produccién y uso de plasticos en el mundo, la ingesta va en aumento
(Senko et al., 2020). Se calcula que el 44% las especies de aves marinas ingieren plastico
(Moore, 2008).

Pérez-Venegas y colaboradores monitorearon la presencia de microplasticos en las heces de
205 crias de pinnipedos en cinco ubicaciones diferentes en el sur del Océano Pacifico (Perez-
Venegas et al., 2020). Ellos encontraron microplasticos en todas las colonias; en total, 68% de
los excrementos analizados contenian fibras plasticas y la mayoria eran de color azul. Los
investigadores confirmaron que el 81.5% de estas fibras venian de productos humanos y el
30% eran polimeros.

6.4 Red tréfica

Todo lo antes mencionado en esta seccidon impacta a las redes troficas de los diferentes
ecosistemas marinos. El flujo de energia comienza con los productores (fitoplancton y
macroalgas principalmente) (Doney et al., 2012). Se ha estudiado que el picoplancton
(fitoplancton compupesto por organismos fotosintéticos menores a 2 Pum como
cianobacterias y diatomeas) pueden aportan el 60% de la productividad primaria en mar
abierto mediante sus procesos fotosintéticos lo que los vuelve esenciales en todos los
sistemas oceanicos (Johnson & Bif, 2021; Platt et al., 1983). Estos productores son ingeridos
por consumidores primarios, luego intermedios y finalmente depredadores tope. Por lo tanto,
todos los factores bidticos dependen directa o indirectamente de los integrantes de estas
redes (Doney et al., 2012).

Los cambios ambientales impactan en diferentes niveles en esta cadena y los cambios o
afecciones pueden ser de dos tipos: de depredadores hasta productores (“Top-down”) y de
productores primarios hacia niveles mas altos (“Bottom- up”) (Doney et al., 2012). Los
pinnipedos, como depredadores de nivel trofico alto se ven influenciados por la disponibilidad
de presas, lo cual define no solo el bienestar individual de los organismos, también la
distribucién de las especies, abundancia y aspectos como éxito reproductivo (Keith et al.,
2016). Se ha estudiado que los mamiferos marinos y otros depredadores muestran una
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reduccién poblacional y se ve comprometida la supervivencia durante los afios de baja
productividad ocednica (Sydeman & Allen, 1999).

Actualmente el 50% de las marismas, el 35% de los manglares, el 30% de los arrecifes de coral
y el 29% de las praderas marinas se han perdido o degradado (Jackson, 2010). Es légico inferir
que esto traerd cambios que estan por verse en las redes biéticas del océano.
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MATERIALES Y METODO

1. Sitio de muestreo

Este estudio se basa en muestras sanguineas colectadas de crias de elefante marino del Norte,
nacidas en el archipiélago de San Benito, ubicado en la costa pacifica de Baja California. Este
archipiélago esta conformado por tres islas volcanicas: San Benito Norte, San Benito Sury la
isla del centro (Figura 4) localizadas en las siguientes coordenadas (28°180 " 3000" " N, 115°
340" 0000 "~ O) (Sujitha et al., 2020).
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Figura 4. Mapa de las islas volcanicas que conforman el Archipiélago de San Benito
(modificado de Aurioles-Gamboa et al., 2010).

San Benito esta dentro de la Reserva de la Biosfera de las Islas del Pacifico de Baja California,
la cual abarca 11,612 km* e incluye 6 archipiélagos, 21 islas y 97 islotes, los cuales han sido
protegidos debido a su abundante diversidad (Sujitha et al., 2020). El archipiélago tiene una
vegetacion de matorral desértico maritimo, con lluvias escasas principalmente en verano. La
temperatura del mar oscila entre 10y 12°C y posee una salinidad de 33.9 (Sujitha et al., 2020).

En las islas se encuentran alrededor de 51 especies vegetales, de las cuales al menos 3 son
endémicas y 6 insulares (Junak & Philbrick, 1999). Ademas, tiene cuatro especies de aves
endémicas y una lagartija con la misma categoria (Sujitha et al., 2020).El ecosistema marino
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es unico ya que habitan cuatro especies de pinnipedos en simpatria: el elefante marino del
Norte (Mirounga angustirostris), el lobo fino de Guadalupe (Arctocephalus philippii
townsendii), el lobo marino de California (Zalophus californianus) y la foca de puerto (Phoca
vitulina) (Aurioles-Gamboa et al., 2010; Elorriaga-Verplancken et al., 2015b).

El elefante marino del Norte no se alimenta en este sitio. Sin embargo, utiliza varias playas del
archipiélago para sus procesos reproductivos y de muda. La reproduccion se da en la
temporada invernaly la muda durante el verano (Elorriaga-Verplancken et al., 2015).

2. Toma de muestras

Para este estudio se tomaron muestras de sangre de crias de elefante marino del Norte durante
los anos 2016, 2017, 2019, 2022 y 2023. Las muestras fueron tomadas en el mes de enero a
crias recién destetadas que permanecian en las playas de San Benito, una vez que sus madres
se hubieran ido. La captura de los individuos se dio en varias playas principalmente arenosas
y de cantos rodados. Todos los afios hubo un diagnéstico poblacional basado en observacion
sano, a excepcion del afno 2023 donde se encontré una cantidad elevada de crias muertas en
las playas.

El muestreo de las crias consistié en la captura e inmovilizacién de los individuos. Se tomaron
medidas de longitud total y didametro a partir del ombligo, mediante una cinta métrica; se
registré el grosor de la capa de grasa mediante un vernier (marca Mitutoyo) en la linea media a
la altura del ombligo, como indicador de condicién corporal. Los cachorros se sexaron y se
obtuvieron muestras de sangre. Esta fue extraida de la vena intervertebral extradural con un
sistema de vacio Vacutainer en tubos con EDTA (acido etil endiaminotetra-acético) con el fin
de evitar la coagulacion. Dichos tubos fueron homogeneizados y almacenados en una hielera
mientras se terminaban los muestreos del dia. Algunas otras muestras bioldgicas fueron
colectadas, no obstante, no conciernen a lo analizado en esta tesis.

El manejo se hizo en el tiempo minimo y de la manera menos invasiva posible para evitar
exceso de estrés en los animales. Una vez terminadas las pruebas, el equipo de trabajo se
retirabay la cria podia continuar con sus actividades o descanso.

Todos los muestreos, desde el 2016 al 2023, fueron aprobados por el comité de bioética de la
Universidad Auténoma de Querétaro y bajo los permisos de colecta de la Direccién General de
Vida Silvestre (DGVS) y la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT).

Deltubo de sangre con EDTA se extrajeron 5 ul medidos con micropipetay se colocaron en un
portaobjetos un centimetro antes de la orilla superior. Con otra laminilla se expandié la sangre
hacia la parte inferior con un movimiento de arrastre a 45° formando una lengua de gato
(Corrons et al., 2004). El frotis sanguineo resultante se fij6 en metanol al 90% durante diez
minutos y posteriormente fue almacenado en cajas de transporte para ser llevados al
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Laboratorio de Ecoinmunologiay Fisiologia de la Conservacion en la Universidad Auténoma de
Querétaro.

Una vez en el laboratorio los frotis fueron tenidos con tincién de Romanowsky con el fin de
poder observar diferencias entre eritrocitos y leucocitos y las caracteristicas particulares de
las células blancas. Cuando se corroboré que la tincidn fue correcta las muestras se fijaron
conresinay un cubreobjetos. A continuacion, se almacenaron hasta su conteo.

Es importante mencionar que los procesos de muestreo, tincion y fijacion fueron realizados
por equipos de trabajo diferentes dependiendo del ano de colecta, a diferencia de los conteos,
que fueron todos realizados por la misma persona, quien es autora de esta tesis.

3. Conteos leucocitarios

El frotis sanguineo esta formado varias partes; resultado del arrastre del liquido. Las partes
principales son cabeza, cuerpo y cola (Figura 5). La mejor zona para observar las células al
microscopio es el cuerpo que es donde se extienden glébulos blancos y rojos sin tocarse entre
si, formando una monocapa. Es ahi donde se deben hacer los conteos diferenciales y conteos
de leucocitos totales (Houwen, 2002).

Monocapa

/

Cabeza Cuerpo Cola

Figura 5. Partes de un frotis sanguineo.

3.1 Conteos diferenciales

Para los conteos diferenciales se utilizd6 un microscopio 6ptico a 100x de aumento. Se
observaron los leucocitos presentesy se anotd de que tipo celular se trataba. Para evitar contar
células que ya habian sido contadas, se viajé a lo largo del frotis en forma de zigzag hasta
alcanzar 100 células (Figura 6).
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Monocapa

Figura 6. Direccién del escaneo para los conteos diferenciales.

Las categorias de los leucocitos fueron las siguientes:

Linfocitos normales
linfocitos reactivos
linfocitos binucleados
linfocitos en mitosis
linfocitos apoptéticos
linfocitos vacuolados
linfocitos granulares
linfocitos granulados
linfocitos atipicos
monocitos

gigantes

monocitos reactivos
monocitos atipicos

(LGL)

40

metamielocitos

neutrdéfilos en banda
neutréfilos hiposegmentados
neutrofilos segmentados
neutrdéfilos hipersegmentados
neutrofilos vacuolados
neutrofilos apoptéticos

neutrofilos con granulaciones téxicas

neutréfilos con cuerpos de Barr
neutrofilos atipicos

basofilos

eosindfilos



Adicionalmente se hizo un resumen donde por cada individuo se determinaban neutréfilos,
linfocitos, monocitos, eosinéfilos y baséfilos totales.

Para los andlisis todas las variantes atipicas se unieron en una sola categoria por célula. Los
grupos finales fueron los siguientes:

- Leucocitos totales - Linfocitos atipicos

- Relacion neutréfilo linfocito - Monocitos normales
- Neutrdfilos totales - Monocitos reactivos
- Neutrdfilos inmaduros - Monocitos atipicos

- Neutrdfilos maduros - Basdfilos

- Neutrdfilos atipicos - Eosindfilos

- Linfocitos totales - Indice clinico

- Linfocitos reactivos

3.2 Conteo de leucocitos totales

Para realizar el conteo de leucocitos totales (WBC) se contaron todos los glébulos blancos
observados en tres campos a 10x. Para poder contar las células a esa resolucién se tomaron
fotos con la cdAmara de un celular con alta resoluciéon de los campos a 10x, dichas fotos se
transfirieron a una PC en donde se le aumenté el contraste para ver con mas claridad los
leucocitos. Se utilizé el programa Imagel con la funcién “multi-point” para marcar las células
y evitar conteos duplicados. Una vez obtenido el nimero total se promedié con los otros
campos (3 en total), el promedio se multiplicé por 1500 (Katsogiannou et al., 2020; Petamidis
etal., 2017; Weiss & Wardrop, 2010). Este ajuste da un estimado del nimero total de leucocitos
en el organismo (eWBC). La férmula se muestra a continuacién:

eWBC = (Promedio del conteo en tres campos a 10X) X (1,500)

Con este datoy las proporciones obtenidas en los conteos diferenciales es posible determinar
la proporcién que representa cada tipo celular por pl.

Katsogiannou y colaboradores mencionan que en este ajuste el promedio se hace con
observaciones a campos de 10x a 40x. Petamidis y colaboradores y Weiss y Wardrop también
mencionan que a 40x. sin embargo los conteos a 10x difieren bastante en las diferentes
escalas de observacion, por lo que se realizé un ajuste. Todos los valores fueron divididos entre
20, de esta manera, concordaron con la magnitud de célula/ul presente en los valores de
referencia de (Gulland et al., 2018).

En total se analizé la sangre de 134 crias de elefante marino durante el periodo 2016-2023
distribuidas como es muestra en el Cuadro 3.
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Cuadro 3: Muestras analizadas

Afo Nimero de elefantes Machos Hembras No identificado
2018 25 10 15

2017 39 19 20

2019 -] 5 1

2022 36 18 17 1

2023 28 13 15

El conteo de leucocitos totales sirvié para transformar los conteos diferenciales en unidades
de célula por ul, basandonos en la premisa de que, al contar 100 células en conteos
diferenciales, se obtiene un porcentaje. EL WBC es el total de células por pyl y se hizo la
conversion.

Para los analisis todas las variantes celulares atipicas se unieron en un solo grupo (neutrdfilos
atipicos y linfocitos atipicos, monocitos atipicos). Adicionalmente, se dividié a los neutréfilos
en maduros e inmaduros.

4. indice clinico

Tomando los valores de referencia de (Gulland et al.,, 2018) para crias rehabilitadas se
determind si las crias muestreadas en el archipiélago de San Benito tenian alguna de las
siguientes anomalias:

- Leucocitosis - Monocitosis

- Leucopenia - Monocitopenia
- Neutrofilia - Eosinofilia

- Neutropenia - Eosinopenia

- Linfocitosis - Basofilia

- Linfopenia

En el caso de salir del rango esperado se colocaba un “1” y si estaba dentro de lo normal un
“0”. Se hizo la sumatoria de anomalias por animaly de esta manera se obtuvo unindice clinico
donde 0 representa a un individuo completamente sano (al menos dentro de los parametros
leucocitarios propuestos por Gulland et al. 2018) y 11 seria una foca que tiene todos los
valores alterados, por lo que se consideraria la maxima expresiéon de la enfermedad clinica.

5. Anélisis estadisticos

Se construyeron hicieron graficas de Cullen-Frey para determinar la distribucién de los datos.
La mayoria de las distribuciones de las variables eran lognormal o Beta, por lo que fue
necesario realizar una transformacién logaritmia o construir modelos generalizados lineales
para desafiar las hipdtesis de la tesis. Finalmente, se determiné la significancia de los modelos
mediante la prueba de Chi cuadrada. Para los andlisis se utilizd el programa R (v 4.1.1). Las
figuras se construyeron en el lenguaje de programacion de R. Se utilizaron los paquetes de
fitdistrplus, MASS y ggplot2.
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RESULTADOS

1. Distribucién de los datos

Los leucocitos totales tuvieron una distribucion de tipo lognormal (Figura 7A), aligual que los
neutrdfilos totales (Figura 7B), linfocitos totales (Figura 7C), eosindfilos (Figura 7D), linfocitos
reactivos y neutrdéfilos maduros (Figura 7F).
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Figura 7: Distribucion de variables con distribucién log Normal. A) Conteo de leucocitos
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Algunos conteos tuvieron distribucién beta, como los monocitos totales (Figura 8A), basdfilos

(Figura 8B), neutrdfilos inmaduros (Figura 8C), neutrdfilos atipicos (Figura 8D), linfocitos
atipicos (Figura 8E), monocitos normales (Figura 8F), monocitos atipicos (Figura 8G) y
linfocitos normales (Figura 8H).
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La relacion neutréfilo:linfocito (NLR) fue lognormal (Figura 9A), mientras que el indice clinico

tuvo una distribucion beta (Figura 9B).
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Figura 9. Distribucion de pardmetros clinicos. A) Relacién neutréfilo:linfocito. B) indice clinico
de los cachorros de elefante marino del Norte.

2. Resumen de parametros leucocitarios esperados segun (Gulland et al., 2018) y parametros

obtenidos en esta tesis

Cuadro 4: Resumen de parametros leucocitarios obtenidos y comparacién con valores

esperados obtenidos de (Gulland et al., 2018)

Media Mediana Desviacion estandar Valor de referencia
Conteo de leucocitos totales 11,387.59 11,025 4,446.29 11,200-29,600
Neutrofilos maduros 5,279.02 4,907.5 2,362.91 7,176-20,714
Neutrofilos inmaduros 455.02 341.25 427.53 0-527
linfocitos 4,042.78 3,780.5 1,972.82 2,385-7,630
Monocitos 915.15 767.5 633.85 400-3,400
Eosinafilos 687.04 580.62 533.45 100-795
Basofilos 9.63 0 33.34 0-160

Con la metodologia realizada se pueden comparar los valores de referencia de Gulland et al.,
2018 y los obtenidos en los muestreos desde 2016 a 2023. En general los pardmetros
leucocitarios estan dentro del rango normal a excepcién de neutréfilos maduros, que en
promedio tiene un valor mas bajo que el minimo normal esperado.
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Ademas de las células analizadas se observé la presencia de trampas extracelulares de
neutroéfilos (NETs por sus siglas en inglés. Estas trampas son formadas por cromatina
extracelular de neutrdfilos que mueren y son importantes para proteccidn contra patégenos e
inflamacidn (Papayannopoulos, 2018). Estas redes fueron encontradas en varias muestras a
lo largo de los afios. Sin embargo, eran mucho mas abundantes y extensas en las muestras
de 2023. Su estudio y analisis estadisticos podrian realizarse en el futuro.

3. Variacién interanual en los pardmetros leucocitarios

Se desafié la siguiente hipodtesis: Existen diferencias en las poblaciones de leucocitos
circulantes de crias de elefante marino del norte segun el aflo de muestreo.

No todas las poblaciones leucocitarias se comportaron de la misma manera entre los afios de
muestreo. los leucocitos totales mostraron diferencias interanuales (GLM, t=-2.757, gl:133,
p=0.00665; Figura 10 A), al igual que los conteos de monocitos totales (GLM, t=-4.975, gl:133,
p=1.99e-06; Figura 10B), neutrdfilosinmaduros (GLM, t=-2.723, gl:133, p=0.00734; Figura 10C),
linfocitos normales (GLM, t=-3.134, gl:133, p=0.00213; Figura 10D), linfocitos atipicos (GLM,
t=3.926, gl:133, p=0.000139; Figura 10E) monocitos normales (GLM, t=-2.116, gl:133,
p=0.0362; Figura 10F). y monocitos atipicos (GLM, t=-5.229, gl:133, p=6.50e-07; Figura 10G).
También varié significativamente el indice clinico entre 2016-2023 (GLM, t=3.057, gl:133,
p=0.00271; Figura 10H).

No se encontraron diferencias significativas internuales en larelacién neutréfilo linfocito (GLM,
t=-0.131, gl:133, p=0.896), neutrdfilos totales (GLM, t=-1.1724, gl:133, p=0.0870), linfocitos
totales (GLM, t=-1.735, gl:133, p=0.0851), eosindfilos totales (GLM, t=-0.128, gl:133, p=0,899),
basdfilos totales (GLM, t=0.194, gl:133, p=0.847), neutrdéfilos maduros (GLM, t=-1.354, gl:133,
p=0.1779), neutréfilos atipicos (GLM, t= -1.570, gl:133, p=0.119) y linfocitos reactivos (GLM,
t=1.275, gl: 133, p=0.204).

También, el indice clinico de los cachorros varié entre los anos de muestreo. (GLM, t=1.525,
gl:131, p=0.001405; Figura 11). Estas diferencias no fueron explicadas por el sexo de las crias.
(GLM, t-1.213, gl:132, p=0.741232) ni se encontrd evidencia de una interaccion entre el afioy
el sexo para explicar la variacidn en el indice clinico (GLM, t=1.213, gl:132, p=0.227), a pesar
de lo que parecia una tendencia (ver Figura 11).
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Figura 11. Variacién anual del indice clinico considerando el sexo de las crias entre los afios
2016-2023.

4. Diferencias en los pardmetros leucocitarios entre sexos

Se desafiod la siguiente hipdétesis: Los valores de leucocitos circulantes de crias de elefante
marino del Norte son diferentes entre sexos.

No se encontré evidencia de diferencias significativas en ninguno de los parametros
leucocitarios analizados: leucocitos totales (GLM, t=-1.022, gl:132, p=0.309),

relacion neutrdfilo:linfocito (GLM, t=1.373, gl:132, p=0.172), neutrdfilos totales (GLM, t=-0.131,
gl:132, p=0.896), linfocitos totales (GLM, t=-1.41, gl:132, p=0.161), monocitos totales (GLM,
t=-1.046, gl:132, p=0.297), eosindfilos totales (GLM, t=-0.128, gl:132, p=0.899), basodfilos
totales (GLM, t=-0.115, gl:132, p=0.909), neutrdfilos maduros (GLM, t=-0.148, gl:132,
p=0.883), neutrdéfilos inmaduros (GLM, t=-0.211, gl:132, p=0.833), neutrofilos atipicos (GLM,
t=-1.350, gl:132, p=0.179) linfocitos normales (GLM, t=-0.909, gl:132, p=0.365), linfocitos
reactivos (GLM,t=1.275, gl:132, p=0.204), linfocitos atipicos (GLM, t=0.847, gl:132, p=0.399),
monocitos normales (GLM, t=-0.032, gl:132, p=0.975), monocitos atipicos (GLM, t=-1.901,
gl:132, p=0.595) ni en el indice clinico (GLM, t=-0.211, gl:132, p=0.833).
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5. Medidas morfolégicas

Se desafid la siguiente hipodtesis 3. Los valores de leucocitos circulantes de las crias de
elefante marino del Norte cambian de acuerdo con las medidas morfolégicas de los animales.
5.1 Longitud total

La longitud total de las crias se relaciond significativamente con el conteo de basdéfilos en
sangre (GLM, t=-3.069, gl:133, p=0.00271; Figura 12A), y la misma tendencia se observé para
los neutrdfilos inmaduros (GLM, t=-2.082, gl:133, p=0.0397; Figura 12B).
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Figura 12. Variacion de leucocitos en relacion con la longitud total de las crias del elefante
marino del Norte. A) Basdfilos totales. B= Neutrofilos inmaduros

No se encontraron diferencias significativas en los demas parametros analizados: leucocitos
totales (GLM, t=-0.755, gl:133, p=0.452), relacién neutréfilo linfocito (GLM, t=-0.570, gl:133,
p=0.570), neutrodfilos totales (GLM, t=0.801, gl:133, p=0.425), linfocitos totales (GLM, t=-
0.866, gl:133, p=0.378), monocitos totales total de las crias (GLM, t=-0128, gl:133, p=0.899),
eosinofilos totales (GLM, t=-0.045167, gl:133, p=0.899), neutrdéfilos maduros (GLM, t=1.216,
gl:133, p=0.227), neutrdéfilosinmaduros (GLM, t=-2.082, gl:133, p=0.0397), neutrdfilos atipicos
(GLM, t=-0.816, gl:133, p=0.416), linfocitos normales (GLM, t=-0.574, gl:133, p=0.567),
linfocitos reactivos (GLM, t=1.275, gl:133, p=0.204), linfocitos atipicos (GLM, t=0., gl:133,
p=0.444), monocitos normales (GLM, t=1.361, gl:133, p=0.1763), monocitos atipicos (GLM,
t=-1.106, gl:133, p=0.271) ni elindice clinico respecto (GLM, t=-1.479, gl:133, p=0.142).

5.2 Didmetro umbilical

Los monocitos totales variaron con respecto al didametro umbilical de las crias (GLM, t=2.507,
gl:133, p=0.013771; Figura 13A). Lo mismo es observé para los monocitos normales (GLM, t=-
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2.469, gl:133, p=0.0152; Figura 13B), eosindfilos totales (GLM, t=-2.882, gl:133, p=0.00482;
Figura 13C), e indice clinico (GLM, t=-2.970, gl:133, p=0.00371; Figura 13D).
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Figura 13. Variaciéon de parametros leucocitarios en relacion al diametro umbilical de los
cachorros de elefante marino del Norte. A) Monocitos totales. B) Monocitos normales. C)
Eosindfilos totales. D) indice clinico.

En contraste, no se encontrd evidencia de una asociacién con el diametro umbilical y los
leucocitos totales (GLM, t=1.699, gl:133, p=0.0925), relacidon neutroéfilo:linfocito (GLM, t=-
0.468gl:133, p=0.0641), neutrdfilos totales (GLM, t=1.839, gl:133, p=0.0689), linfocitos totales
(GLM, t=1.782, gl:133, p=0.0778), basofilos totales (GLM, t=-1.547, gl:133, p=0.125),
neutréfilos maduros (GLM, t=1.92, gl:133, p=0.0576), neutréfilos inmaduros (GLM, t=0.395,
gl:133, p=0.6937), neutrodfilos atipicos (GLM, t=-0.430, gl:133, p=0.6682), linfocitos normales
(GLM, t=1.698, gl:133, p=0.092606), linfocitos atipicos (GLM, t=0.511, gl:133, p=0.6108),
linfocitos reactivos (GLM, t=1.07, gl:133, p=0.287) y monocitos atipicos (GLM, t=0.729, gl:133,
p=0.4678).

5.3 Efecto de la condicién corporal en los parametros leucocitarios

Se desafid la siguiente hipodtesis: La condicidn corporal de las crias del elefante marino del
norte se relaciona con los leucocitos circulantes. El conteo de leucocitos totales varidé con
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respecto a la condicién corporal de las crias (GLM, t=-2.398, gl:133, p=0.0182; Figura 14A), al
igual que los neutrdfilos totales (GLM, t=-2.011, gl:133, p=0.0469; Figura 14B), monocitos
totales (GLM, t=-2.204, gl:133, p=0.0297; Figura 14C), baséfilos totales (GLM, t=2.640, gl:133,
p=0.00954; Figura 14D), linfocitos atipicos (GLM, t=4.336, gl:133, p=3.29e-05; Figura 14E),
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En contraste, no se encontré una asociacion significativa entre la condicién corporal y la

relaciéon neutréfilo:linfocito
1.838 gl:133, p=0.0688),

(GLM, t=-0.003, gl:133, p=0.09980), linfocitos totales (GLM, t=-
eosindfilos totales (GLM, t=-0.128, gl:133, p=0.899), neutrdfilos
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maduros (GLM, t=-1.796, gl:133, p=0.0797), neutrdéfilos inmaduros (GLM, t=-1.733, gl:1383,
p=0.0859), neutrdfilos atipicos (GLM, t=-0.334, gl:133, p=0.739), linfocitos normales (GLM, t=-
1.203, gl:133, p=0.2317), linfocitos reactivos (GLM, t=0.04230, gl:133, p=0.204), monocitos
normales (GLM, t=-0.959, gl:133, p=0.3399), monocitos atipicos (GLM, t=-1.901, gl:1383,
p=0.0595) e indice clinico (GLM, t=-0.211, gl:133, p=0.833).
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DISCUSION

1. Variacion interanual en los parametros leucocitarios

La primera hipdtesis a desafiar era que existen diferencias en las poblaciones de leucocitos
circulantes de crias de elefante marino del Norte segun el afio de muestreo. Esta hipétesis fue
aceptada para las categorias de indice clinico, leucocitos totales, monocitos totales,
neutréfilos inmaduros, linfocitos normales y atipicos y monocitos normales y atipicos. El resto
de las categorias no variaron significativamente entre afios.

1.1 indice clinico

Como se muestra en resultados, el indice clinico es significativamente diferente entre afos,
esto quiere decir que la salud de las crias de M. angustirostris en el archipiélago de San Benito
varia a lo largo del tiempo. Hay afios, como 2016, 2022 y especialmente 2023 donde la
tendencia es hacia anomalias en los parametros sanguineos. Mientras que el resto de los afios
tienden a tener solo una o dos variantes leucocitarias.

En el afio se observo una cantidad elevada de crias muertas en el Archipiélago de San Benito
en comparacion con lo observado en afios anteriores (K. Acevedo-Whitehouse, datos no
publicados). La elevacién en el indice clinico en 2023 concuerda con el diagnostico
poblacional por observacion. Sin embargo, es necesario estudiar a profundidad los fendmenos
ocurridos en ese afo o durante los periodos de gestacion de las crias, asi como otros
parametros de diagndstico clinico para conocer la causa de estos problemas. También seria
relevante estudiar si estas anomalias tienen un origen de largo plazoy si los valores elevados
delindice clinico en 2022, que también estan elevados, se relacionan.

Con la informacién disponible al momento, solo es posible especular acerca de las posibles
causas de las variaciones observadas. Primero, es posible que los cachorros con indice clinico
alterado hayan sido expuestos a metales pesados. El mercurio es un metal pesado que se
bioacumula a través de la cadena tréficay las hembras de elefante marino lo ingieren durante
el forrajeo de preses meso pelagicas (Peterson et al., 2024). En general los mamiferos marinos
son los organismos que mas contaminantes bioacumulan debido a su alto nivel tréfico
(Desforges et al., 2016). El mercurio se transfiere de madres a crias durante la gestacion y
especialmente en la lactancia via leche materna y la cantidad transferida se relaciona con la
edad maternay los comportamientos de alimentacion (Peterson et al., 2024). Cuando se da la
transferencia, las crias nacen ya con una carga de mercurio que puede tener repercusiones
fisiolégicas como inmunotoxicidad (Desforges et al., 2016), desregulaciones endécrinas y
reproductivas (Tan et al., 2009) y neurotoxicidad (Basu et al., 2009). Peterson y colaboradores
también encontraron que habia variabilidad interanual de las concentraciones de mercurio en
las crias. Por lo tanto, es posible que el mercurio en las redes tréficas varia entre afios. No se
cuenta con datos sobre concentracién de mercurio en los animales incluidos en el estudio, ni
hay datos recientes sobre la concentracién de mercurio en la zona de estudio, por lo que se
especula que, de estar presente, podria ocasionar alteraciones inmunolégicas en los
cachorros e influenciar la salud de las crias de M. angustirostris del archipiélago de San Benito.
Se sabe que las ultimas décadas las concentraciones de este metal han aumentado en el
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pacifico norte (Braune et al., 2015) y esto puede llegar a los mamiferos marinos migratorios
como el elefante marino del Norte.

Se esperaria que, al ver la colonia sana, la mayoria de crias presentara un indice clinico de
cero; es decir, no tener parametros leucocitarios alterados. Sin embargo, el promedio de los
neutréfilos maduros de los elefantes marinos muestreados en el archipiélago de San Benito,
fueron menores a los valores de referencia (Gulland et al., 2018). Debido a esto, la mayoria de
los animales tienen al menos una anomalia en sus pardmetros leucocitarios (neutropenia).
Esto podria tener varias explicaciones:

La primera, es que la mayoria de crias muestreadas durante 2016-2016 realmente tuvieron
neutropenia. La neutropenia esta tipicamente asociada a problemas en los precursores
hematopoyéticos, aunque la causa exacta es dificil de determinar (Dale & Hammond, 1988).
La falta de nutrientes, enfermedades autoinmunes, algunos tipos de cancer e infecciones
pueden detonar neutropenia (Frater, 2020). Sin embargo, todas estas condiciones impactan a
varios parametros leucocitarios ya que son procesos complejos de enfermedad. Por lo tanto,
es poco probable que la mayoria los cachorros tuviera alguna condicién de enfermedad si solo
presentan neutréfilos bajos.

Por otro lado, estudios en otros pinnipedos del Pacifico Norte, como el lobo marino de Steller,
han reportado que el nimero de leucocitos totales baja conforme la edad del cachorro
aumenta, mientras el sistema inmunoldgico se desarrolla por completo (Keogh et al., 2010).
Aunque los autores mencionan que en fécidos este desarrollo es mas rapido, Hall y
colaboradores reportaron que en el elefante marino del Sury la foca gris los leucocitos totales,
neutrdfilos y linfocitos aumentan después de los 15 dias de nacimiento y posteriormente
comienzan a disminuir (Hall et al., 2003).

Otra posible explicacién es que los elefantes marinos que se reproducen en el Archipiélago de
San Benito tengan un valor de normal diferente al de los animales que fueron estudiados para
determinar los valores de referencia de la especie (Gulland et al. 2018). Las 100 crias que
fueron utilizadas para ese propdsito eran crias que habian sido rehabilitadas médicamente
(Gulland et al., 2018) en un centro veterinario, mientras que las crias de la presente tesis eran
de vida libre, lo que puede ser un factor que marque las diferencias observadas.

En humanos, se sabe que la leucopenia, que estd asociada a neutropenia, no es
necesariamente un signo de enfermedad y puede estar asociada a grupos étnicos (Shaheen et
al., 2022). Shaheeny colaboradores (2022) encontraron diferencias significativas en el conteo
de leucocitos totales y de basofilos entre personas de regiones diferentes de Arabia Saudita.
Ellos encontraron neutropenia benigna en varios individuos dentro del estudio y se propone
que puede ser por factores genéticos, y no por enfermedad. La leucopenia asociada a
neutropenia como una caracteristica étnica fue descrita por primera vez en humanos por
(Forbes et al., 1941). A partir de esa facha la leucopenia étnica se ha confirmado por diversos
estudios (Haddy et al.,, 1999). Incluso se han reportado estos fendmenos de neutropenia
asociados a distintas condiciones ambientales y genéticas (Alkhaldy et al., 2020; Awan et al.,
2021; Saxena & Wong, 1990; Shaheen et al., 2022). Alkhaldy y colaboradores reportaron
diferencias en los conteos de neutréfilos asociados a condiciones ambientales como altitud
de Arabia Saudita. Se sabe que la neutropenia, en ciertos grupos no aumenta la susceptibilidad
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a infecciones, de hecho, estudios en neutrdéfilos muestran una morfologia y expresién génica
normales (Atallah-Yunes et al., 2019).

En el caso de M. angustirostris, tiene una distribucion geografica relativamente amplia que
abarca las costas de California, EUA hasta la mitad de la peninsula de Baja California, México.
Las condiciones ambientales como altitud no tienen influencia para esta especie ya que las
islas donde se reproducen los elefantes, tanto en Estados Unidos como en México estan a nivel
del mar. Sin embargo, si hay algunos factores que podrian ser distintos entre sitios de
reproduccion. Pero mas alla de las condiciones ambientales, la genética podria ser el punto
clave para esta discrepancia entre los valores obtenidos en este estudio y los reportados en
Gulland et al., 2018.

La cazaintensiva de elefantes marinos de Norte mermo las poblaciones llevandolas a niumeros
criticos en la década de los ochenta (Wirsig et al.,, 2018). Con el tiempo, el nimero de
individuos ha ido aumentando. De manera normal estos animales son filopatricos (Le Boeuf et
al., 2019), lo que quiere decir que las hembras vuelven cada afno a la misma playa en la que
nacieron para parir (Cooper & Stewart, 1983; Le Boeuf et al.,, 2019). Aunque se dio una
recolonizacion de elefantes marinos del Nortehacia aguas mexicanas cuando las poblaciones
comenzaron a aumentar (Cooper & Stewart, 1983), las colonias reproductivas estan bastante
definidas por la filopatria (Le Boeuf et al., 2019).

Cuando se separa un grupo de individuos por fendmenos migratorios o vicarianza, se generan
diferencias genéticas sutiles entre los grupos por el aislamiento reproductivo de forma
paulatina, a lo largo de muchos afos, lo que puede ocasionar especiacion (Oliver et al., 2014).
Es posible que los parametros normales de neutréfilos difieran entre las poblaciones
mexicanas y estadounidenses por la distancia geografica. Si esto fuera asi, el indice clinico
observado, al menos el nivel uno (cuando esta asociado a neutropenia), no tendria
significancia en la salud de los animales de la zona de estudio.

Por ultimo, es posible que la neutropenia reportada para los elefantes marinos del Norte de
este estudio se deba a un mal ajuste leucocitario o diferencias en las metodologias de
muestreo y procesamiento de la sangre en relacién con el estudio previo (Gulland et al., 2018).

1.2 Conteo leucocitario

El ambiente marino cambia y sus habitantes tienen estrategias para poder mantener ciertas
constantes dentro de este ambiente cambiante, a esto se le llama homeostasis (Fanjul &
Hiriart, 2008). Los leucocitos reflejan un poco de los procesos homeostaticos, ya que son un
intervalo de rangos que se consideran normales para un organismo sano. Cuando hay eventos
de cambios abruptos, como traumas, infecciones, estrés agudo, entonces es probable que los
parametros se salgan de la normalidad (Zhang et al., 2015). Sin embargo, al terminar o resolver
estos eventos, se suele regresar a este intervalo saludable para la especie.

Los analisis leucocitarios muestran solamente un instante en el tiempo para un individuo. Si
este esta pasando por un proceso inflamatorio, tumoral o de estrés, los conteos leucocitarios
estaran alterados. Si los analisis se hacen a varios individuos de una poblacidn, entonces es
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posible ver si esos acontecimientos extrafios son generales, lo que implicaria que pueden ser
debido a un cambio en el ambiente o en las interacciones bidticas como agente
infeccioso/parasito-hospedero. Esto seguird representando solo un instante en el tiempo,
como una fotografia, pero una fotografia poblacional. Tener valores de varios afos en
condiciones similares es sumamente interesante. Por ejemplo, al evaluar los parametros
leucocitarios de crias recién destetadas de M. angustirostris nacidas en el archipiélago de San
Benito en 2016, 2017, 2019, 2022y 2023 podemos ver si hay cambios significativosy proponer
hipdtesis de que fue lo que provoco estas diferencias en las poblaciones.

El conteo de leucocitos totales (WBC) es un parametro ampliamente utilizado para medir la
salud de los animales ya puede ser indicador de estrés, cambios en el leucograma, procesos
tumorales, trauma, infeccién y otros procesos que desencadenan inflamacién (McClain et al.,
2022; Zhang et al., 2015). Se ha observado que los elefantes marinos del Norte con infecciones
helminticas suelen tener leucocitosis y esta suele estar asociada a neutrofilia, linfopenia y
monocitopenia (Goldstein et al., 1998).

En este estudio se encontraron diferencias significativas dentro de los afios de muestreo. En
2016, 2022 y 2023 los conteos leucocitarios fueron mas bajos que los conteos normales
reportados por Gulland et al. 2018, mientras que en 2017 y 2019 se mantuvieron dentro del
rango clinico reportado para la especie.

Los conteos leucocitarios bajos podrian deberse a una neutropenia general de los animales
analizados en este estudio, ya que los neutréfilos son el leucocito mas abundante en el
torrente sanguineo (Longo, 2012; Male, 2021; Theml et al., 2004). Si fuera asi, seria posible que
se debiera a algun agente infeccioso, ya que estas desencadenen procesos que alteran tanto
el conteo de leucocitos totales como los conteos diferenciales en mamiferos marinos (Weiss
& Wardrop, 2010). Aunque algunos patégenos, como el virus del moquillo de las focas
(morbillivirus), pueden causar leucopenia, la leucocitosis es mas comun durante las
alteraciones infecciosas en pinnipedos (Goldstein et al., 1998; Gulland et al., 2018; Kelly et al.,
2005; Martinez et al., 2022). La leucopenia esta asociada a disfunciones o alteraciones en
meédula ésea, secuestro o destruccion periféricos de leucocitos o fendmenos autoinmunes
(Marinella, 2014). Se han reportado fallas en la medula 6sea que derivan en neutropenia por
sustancias toxicas y algunos medicamentos (Marinella, 2014). Se sabe que la mortandad de
mamiferos marinos asociada a infecciones por morbillivirus y fitotdxinas de florecimientos
algales pueden ser altas (Gulland et al., 2018). Sin embargo, es poco probable que las crias
estén expuestas a estos agentes ya que entran al agua varias semanas después del destete (C.
R. McMahon et al., 2000). Si fuera el caso, tendrian que haberse infectado durante el parto o
durante la lactancia, lo que hasta el momento no se ha reportado para la especie.

En respuesta a enfermedades inflamatorias, los cambios morfolégicos en los leucocitos de
mamiferos marinos pueden incluir desplazamiento a la izquierda de los neutrofilos, toxicidad,
reactividad monolitica, linfocitos atipicos o reactivos y células plasmaticas (Weiss & Wardrop,
2010). Al analizar los parametros leucocitarios en funcién al afio de muestreo, justamente las
células mencionadas por Weiss y Wardrop son las que presentaron cambios significativos a lo
largo del tiempo. Esto sugiere que hay diferentes factores que desencadenan procesos
inflamatorios de manera distinta entre temporadas reproductivas.
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1.3 Monocitos

Los monocitos cumplen una funcién como fagocitos profesionales dentro de las respuestas
inmunes (Male, 2021). Su abundancia y produccién varia durante procesos homeostaticos,
infeccidn bacterianas, parasiticas y virales e inflamacion (Shi & Pamer, 2011). La cantidad de
monocitos en sangre disminuye cuando son reclutados a tejidos debido a procesos
inflamatorios, una vez en tejido se diferencian en macréfagos y pueden ser también pueden
funcionar como presentadores de antigenos (Jakubzick et al.,, 2017). Por lo tanto, las
variaciones en los parametros de estas células pueden reflejar principalmente procesos
infecciosos e inflamatorios (Yang et al., 2014).

En este estudio se encontraron diferencias significativas a lo largo de los afios tanto en
monocitos totales como normales y atipicos. El afio 2016 fue el que mostré mayor conteo de
monocitos totales y, ademas, el nimero mas elevado de neutréfilos atipicos. Es légico que los
monocitos totales varien de la misma forma que los normales ya que la mayoria de los
monocitos encontrados no tenian anomalias. La variacion mas comun eran monocitos
reactivos o activados justamente son indicadoras de procesos inflamatorios o infecciosos
(Peterson et al., 2024; Yang et al., 2014). Tomando en cuenta lo antes mencionado, es probable
que en 2016 haya habido una mayor susceptibilidad a infecciones, alguna epidemia o
procesos inflamatorios generales.

Durante el invierno de 2013 a 2014 hasta finales de 2015 se produjo una anomalia de
calentamiento en la costa de Alaska llamada “La mancha”. Esta anomalia se fue extendiendo
hasta llegar a Baja California a finales de 2015 (Cavole et al., 2016). La temperatura superficial
del mar estaba entre 1y 4 °C arriba de la temperatura superficial normal (Bond et al., 2015).
Esto afectd el patrén de surgencias de agua friay nutrientes, impactando directamente la zona
fotica (Zaba & Rudnick, 2016). Ademas de alterar el flujo vertical del agua, se redujo el
transporte horizontal de agua fria de la Corriente de California que va desde el norte hacia el
sur (Cavole et al., 2016). La zona de transicion del Pacifico Norte es el area donde las aguas
frias del Artico se juntan con aguas subtropicales mas célidas, esta es una zona altamente
productiva y se observé que durante estas anomalias caliente se desplazé hacia el norte. Esto
implica que la productividad y la dindmica ecosistémica también pudieron cambiar (Whitney,
2015).

Ademas, en 2015 y 2016 se registré un fendmeno El Nifio (un sistema de baja presion en el
Pacifico tropical, que afecta los patrones climaticos en todo el mundo). EL Nifio y La Mancha
exacerbaron las anomalias de temperatura del agua en este periodo, generando cambios en el
ecosistema desde varios angulos (Cavole et al., 2016). La red tréfica, desde la produccion
primaria por la alteracion del flujo de nutrientes, a los niveles tréficos superiores, tuvo
alteraciones (Bond et al., 2015). Cavole y colaboradores reportaron una reduccién en
copépodos y krill en el Pacifico Norte, el desplazamiento de calamares hacia aguas de mayor
latitud, merma en salmdén y peces de aguas profundas y alteraciones poblacionales de
pinnipedos, como el lobo marino de California, y aves marinas, debido a la falta de alimento
(Cavole et al., 2016).
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La distribuciéon de la Mancha corresponde a las zonas de alimentacién y migracién de los
elefantes marinos de Norte, por lo que, durante ese tiempo y los afios posteriores, mientras se
restablecian las cadenas tréficas, pudieron haber tenido una alimentacién deficiente o un
gasto de energia mayor en la busqueda de alimento. Esto pudo influir en la respuesta inmune
de los animales de este estudio, haciéndolos mas susceptibles a infecciones. Se reporté que
las colonias de M. angustirostris de San Benito disminuyeron a una tasa anual promedio del
3.6% desde 2002 hasta 2019 (Rodriguez-Rafael et al., 2023). Sin embargo, los autores
concluyen que los cambios en la temperatura superficial del mar no influyen en la tasa de
natalidad de elefante marino del Norte. Esto no significa que las alteraciones tréficas no hayan
tenido influencia sobre la funcién inmune y los pardmetros leucocitarios, pero son necesarios
mas estudios para confirmar esta posibilidad.

1.4 Neutréfilos inmaduros

Los neutréfilos son la célula blanca mas abundante en el torrente sanguineo y por lo tanto es
uno de los primeros indicadores cunado hay anomalias (Male, 2021). Estas células tienen un
papel muy importante al combatir infecciones y activar procesos inflamatorios. Forman parte
delsistemainmune innatoy su principalfuncion es fagocitary reclutar a otras células inmunes
al lugar del desafio (Theml et al., 2004). Su disminucién incrementa la susceptibilidad a
patégenos e, incluso, puede haber una baja drastica de neutréfilos cuando hay sepsis (Tak et
al., 2017). La neutrofilia, por otro lado, indica inflamacidén y si es muy pronunciada, pueden
reflejar procesos proinflamatorios severos (Seebach et al., 1997). Los neutréfilos maduran en
la médula 6sea y son liberados al sistema circulatorio. Sin embargo, durante procesos
inflamatorios fuertes o inflamacioén aguda se liberan neutréfilos inmaduros también llamados
neutrdéfilos en banda. Al aumento de neutrdéfilos en banda en la sangre se le conoce como un
desplazamiento a la izquierda (Male, 2021). El desplazamiento hacia la izquierda suele
asociarse a infecciones bacterianas severas (Seebach et al., 1997).

Hay varios procesos que afectan el conteo de neutrofilos en mamiferos marinos. Se encontrd
una elevacion significativa en el recuento de glébulos blancos, especialmente debido a una
neutrofilia y un aumento en el porcentaje de células en banda inmaduras en individuos
juvenilesy adultos de M. angustirostris parasitados con el nematodo Otostrongylus circumlitus
en la costa central de California (Gulland et al., 1997). También se ha encontrado que en
presencia de infecciones bacterianas graves se consume una gran cantidad de neutrdfilos y
por lo tanto también aumenta su produccion. Si este proceso es muy demandante, también se
liberaran estas células inmaduras (Honda et al., 2016). También hay fendmenos no infecciosos
que desencadenan procesos inflamatorios en mamiferos marinos. Por ejemplo, algunos tipos
de neoplasia, como cancer urogenital del lobo marino de California, trauma en el tracto
gastrointestinal o muscular y anomalias reproductivas como estrés fetal, nacimiento
prematuro o abortos (Weiss & Wardrop, 2010).

Los resultados de los conteos de neutréfilos en banda del presente estudio, en general, se
mantuvieron dentro de los parametros clinicos reportados para la especie, aunque se observé
que en 2016y 2017 hay una leve elevacion del conteo, fuera del rango normal. Esto habla de
una dindmica en la interacciéon del ambiente y patégenos con procesos inflamatorios.
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Aungue los conteos elevados por si mismos no son suficientes para diagnosticar una infeccion
o anomalia clinica (Honda et al., 2016), en este contexto, junto con los otros pardmetros nos
permite ver esta variacién en la inmunidad de la colonia de elefantes marinos del Norte a lo
largo de los afios.

1.5 Linfocitos

Los linfocitos son células con la capacidad de reconocer antigenos, desencadenar la
respuesta inmune adaptativa mediante la producciéon de anticuerpos y generar memoria
inmunoldgica a largo plazo, ademas de regular ciertos procesos inflamatorios (Theml et al.,
2004). La linfocitosis es la elevacion del numero de linfocitos circulando en sangre y se havisto
como indicador de algunas enfermedades como mononucleosis, especialmente si hay un
aumento de linfocitos reactivos y leucemia, especialmente cuando se encuentran variantes
atipicas como linfocitos gigantes granulados (LGL) u otras anomalias (Kipps, 2010).

En este estudio se encontré que los linfocitos normales y los linfocitos atipicos variaban entre
anos. En contraste, los linfocitos totales no mostraron esta variacién interanual. Esto puede
deberse a que los linfocitos reactivos, que en muchos casos son casi tan abundantes como
los normales, no cambiaron. Son interesantes los cambios observados en los linfocitos
atipicos, ya que una de las células anormales mas encontradas fueron los linfocitos granulares
grandes (LGL por sus siglas en inglés), especialmente en los cachorros muestreados en 2023.
Como ya se menciond, un aumento en estas células es caracteristico de varios tipos de
leucemia, sobre todo cuando ocurre junto con la presencia de blastos y otras anomalias
(Kipps, 2010). Cabe senalar que las personas con leucemia son mas propensas a liberar
trampas extracelulares de neutrdfilos (NETs) hechas de ADN, histonas y proteinas granulares
de estas células, que se liberan durante procesos infecciosos (Podaza et al., 2017). Aunque no
se incluyd en los resultados de esta tesis, al analizar las muestras de sangre de las crias de
esta tesis, se observaron NETs en 2023 en cantidades altas y, como se habia mencionado en
anteriormente, ese ano se vio un numero elevado de crias muertas en la playa comparado con
otras temporadas. Hasta donde se sabe, esta tesis es el primer reporte de NETs y de linfocitos
atipicos en la especie. Sin embargo, no se puede determinar que se trata de un proceso
neoplasico hematoldgico; es importante tomar en cuenta que también se ha asociado la
produccion de NETs en pinnipedos en respuesta a los parasitos Toxoplasma gondiiy Neospora
caninum (Villagra-Blanco et al., 2019). Es dificil conocer las causas que desencadenan
alteraciones linfocitarias y produccion de NETs. Sin embargo, vale la pena hacer mas
investigaciones al respecto.

1.6 Variacion inter-sexo en los parametros leucocitarios de las crias

La segunda hipdtesis de esta tesis fue que los valores de leucocitos circulantes de crias de
elefante marino del Norte son diferentes entre sexos. Esta hipdtesis fue rechazada ya que en
ninguno de los 16 parametros inmunes se encontrd evidencia de diferencias significativas
entre sexos.
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Hay varias especies que no muestran diferencias. Por ejemplo, un estudio donde analizaron
los pardmetros leucocitarios de pobladores humanos de Sierra Leona no encontraron
diferencias significativas entre sexos dentro de los parametros leucocitarios (Sahr et al., 1995).
Sin embargo, se piensa que en especias sexualmente muy dimdrficas como el elefante marino
del Norte y varios pinnipedos si podria existir esta diferencia. Yochem y colaboradores
encontraron diferencias significativas en conteo de leucocitos totales y otros parametros
inmunes en M. angustirostris en individuos adultos, pero no en crias ni juveniles (Yochem et al.,
2008). Es posible que el dimorfismo inmune esté vinculado con procesos reproductivos y por
eso en crias no se han encontrado diferencias. Por otro lado, Stoffel y colaboradores (2019)
reportaron diferencias inter-sexo en la microbiota entérica de cachorros de elefante marino del
Norte del Archipiélago de San Benito, lo que sugeriria dimorfismo en la tolerancia inmune
intestinal de los cachorros. Es posible, entonces, que a nivel local, como en el intestino, se
tenga dimorfismo sexual a esta edad, mientras que a nivel sistémico, no se observe.

1.8 Medidas morfolégicas de los animales

La tercera hipdétesis de esta tesis era que los valores de leucocitos circulantes de crias de
elefante marino del Norte cambian de acuerdo con las medidas morfoldgicas de los animales.
Para desafiarla se analizo la longitud total y el diametro umbilical. Los baséfilos y neutroéfilos
inmaduros si fueron explicados por la longitud total de las crias, donde crias con mayor
longitud tenian mayor cantidad de estas células. Por otro lado, el diametro umbilical de las
crias fue directamente proporcional al conteo de monocitos, pero fue inversamente
proporcional al conteo de eosindfilos y al indice clinico de los cachorros.

a) Longitud total

La longitud total es un indicador de crecimiento de los animales. Al nacer, la madre amamanta
a las crias durante 28 dias. En este periodo se observa un crecimiento marcado,
principalmente a lo ancho del cuerpo, debido al gran aporte energético de la leche (C. R.
McMahon et al., 2000). Las crias nacen pesando entre 40 y 50 kilos y al final de la lactancia
pesan alrededor de 100 kilos mas (Wursig et al., 2018). Después del destete, el crecimiento
longitudinal continta, pero como ya no hay aporte energético y comienza un ayuno
prolongado, el diametro del animal se reduce. La longitud de los animales podria indicarnos
de maneraindirecta la diferencia de edad entre las crias. Las mas largas seguramente tendran
algunos dias o semanas mas, en promedio, que las crias mas cortas.

Basofilos

Los basoéfilos son la célula menos abundante dentro de los leucocitos circulantes, y
corresponde a menos del 1% (Longo, 2012). Estas células estan implicadas en la regulacion
de lainmunidad adaptativa, proteccion contra agentes infecciosos y trastornos como alergias
y autoinmunidad (Karasuyama et al., 2011). Los conteos de basdfilos y la longitud de las crias
fueron inversamente proporcional, donde entre mayor longitud, menos basdfilos. Esto podria
reflejar cambios en la ontogenia del sistema inmune de las crias.
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Como ya se menciond antes en algunos pinnipedos, como en el lobo marino de Steller, se ha
observado que el numero de leucocitos totales baja conforme la edad del cochorro aumenta
ala parque el sistemainmunolégico se desarrolla por completo (Keogh et al., 2010). Es posible
gue la disminucién en el conteo de baséfilos con los cambios en la longitud corporal de los
cachorros indique maduracién del sistema inmune de los cachorros. También Hall y
colaboradores observaron que en elefante marino del Sur y en la foca gris, varios leucocitos
aumentaron en los primeros 15 dias de nacimiento y posteriormente comienzan a disminuir
(Hall et al., 2003).

Neutrdfilos inmaduros

Los neutréfilos en banda también se relacionaron significativamente con la longitud de los
animales, con una tendencia inversamente proporcional. Como ya se expuso anteriormente,
la presencia de numeros incrementados de neutréfilos en banda se ha reportado
principalmente durante infecciones bacterianas graves, sepsis y otros trastornos inflamatorios
(Seebach et al., 1997). Sin embargo, no es tan probable que los elefantes mas jévenes (se
infiere que los de menor longitud son mas jovenes) tengan mas neutréfilos en banda por
infecciones severas.

En este estudio todas las crias estudiadas ya estaban destetadas. Por lo tanto, entre menor
fuera su longitud corporal podrian tener mas reservas energéticas disponibles y menos dias de
ayuno al momento del muestreo que los cachorros mas largos, lo que representaria menos
estrés fisioldgico, que podria resultar en una mejor condicidén inmune. La reduccién en
neutréfilos inmaduras conforme a la longitud podria deberse también a los procesos de
maduracion leucocitaria mencionados en el apartado anterior.

b) Diametro umbilical

El diametro umbilical de las crias se registra durante los muestreos rutinarios y es una manera
indirecta de medir la cantidad de reservas de los elefantes marinos del Norte. Entre mayor sea
el diametro, es posible que tengan mas reservas de grasa para sobrevivir al ayuno. Dentro de
esta variable se encontraron cuatro parametros significativos agrupados en tres categorias:
monocitos, eosindfilos e indice clinico.

Monocitos

Tanto los monocitos normales como los monocitos totales variaron en funcién del didmetro
umbilical de los cachorros. Estos dos tipos celulares estan correlacionados, ya que la mayoria
de los monocitos encontrados fueron normales. Se encontré que, a mayor didmetro umbilical,
mas numero de monocitos circulantes. Sin embargo, ningln animal presentd monocitosis y
solo 24 de 135 presentaron monocitopenia.

En 2006 Bastos y colaboradores encontraron una cria de elefante marino del Sur en mal estado
nutricionaly con una mordida de tiburén. Elanimal fue rehabilitado en el Centro de Rescate de
Mamiferos Acuaticos, en Brasil. Durante el proceso de rehabilitaciéon, se obtuvieron tres
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muestras de sangre y se evaluaron los parametros leucocitarios. En el primer muestreo, los
leucocitos estaban dentro de los pardmetros normales y solo se presentaba linfopenia. En el
segundo analisis, se restablecieron los linfocitos, pero el nimero de monocitos disminuyd
junto con el de eosindfilos, en el tercer y ultimo examen, la monocitopenia continud pero las
eosinopenia se volvié eosinofilia. Los autores proponen que la monocitopenia junto con las
variantes de eosinéfilos pueden deberse a estados de estrés (Bastos et al., 2006).

Los organismos incluidos en esta tesis podrian estar sufriendo estrés fisioldgico debido al
estado de ayuno post-destete. Sin embargo, las crias fueron muestreadas suelen estar recién
destetadas asi que es plausible que el estrés por ayuno aun no fuera tan fuerte como si se
hubieran obtenido las muestras al final del destete. Se ha propuesto que otra fuente de estrés
puede ser el manejo de los animales por parte de los investigadores. Sin embargo, St. Aubiny
colaboradores no encontraron alteraciones hematoldgicas asociadas al manejo prolongado
(30 minutos) de crias de foca arpa (Aubin et al., 1979). Adicionalmente, McMahon vy
colaboradores no encontraron efectos medibles a corto y largo plazo en la supervivencia de
crias de elefante marino del Sur repetidamente manipuladas en las primeras seis semanas de
vida (McMahon et al., 2005).

Los monocitos son células fagociticas profesionales que al migrar a los tejidos se diferencian
a macroéfagos, que son células presentadoras de antigenos. Quiere decir que interactian tanto
con la respuesta innata (fagocitosis) como la adaptativa (presentacion de antigenos) (Male,
2021). Ambas respuestas son bastante costosas energéticamente (Nelson & Demas, 2012). Se
piensa que se hacen canjes con otros procesos fisiolégicos para administrar la energia del
organismo (Ganeshan et al., 2019). Ganeshan y colaboradores encontraron que la activacién
del sistema inmune es costosa y debe administrarse con otros procesos como metabolismoy
control de la temperatura corporal. Incluso en momentos de baja ingesta energética y alta
demanda en mantenimiento de la temperatura, se opta por mecanismos inmunes tolerantes
(que son mucho menos costosos) que los resistentes.

Ninguno de los animales incluidos en este estudio presenté monocitosis, incluso aquellos con
mas monocitos en sangre estaban dentro de los parametros normales para la especie. En ese
sentido, la elevacion en la cantidad de monocitosno fue clinicamente significativa. Por otro
lado, una menor cantidad de monocitos en sangre puede implicar una demanda mayor de
macrofagos en uno o mas tejidos debido a procesos inflamatorios. Se encontré que las crias
con menor diametro umbilical tenian menos monocitos en sangre, lo que podria implicar que
aquellos cachorros que cuentan con menos reservas energéticas no pueden responder
adecuadamente a desafios inflamatorios. Sin embargo, se ha reportado que, a mayor estrés,
mayor era el nimero de monocitos en sangre (van de Wouw et al., 2021). Es posible que los
cachorros de elefante marino del Norte que tengan mas reservas tienen mas formas de lidiar
con patdgenos y no se reclutan tantos monocitos a tejido por lo que hay mas circulando en
sangre.

Eosindfilos

(Male, 2021; Theml et al., 2004) Se encontré que el diametro umbilical de las crias era
inversamente proporcional al conteo de eosinodfilos en sangre; es decir, entre mayor era el
diametro de las crias, menor era el conteo de eosinéfilos. Estas células son poco abundantes

62



en la sangre de manera normal y su presencia incrementada suele reflejar una regulacién de
la respuesta inmune o infecciones por helmintos o por ectoparasitos (Male, 2021; Themlet al.,
2004). Se han encontrado ectoparasitos en cachorros de elefante marino del Norte recién
destetados (K. Acevedo-Whitehouse, datos no publicados); sin embargo, no se tenia
informacién sobre su infeccidn en las crias incluidas en este estudio. Los parasitos helmintos
también podrian estar presentes, aunque solamente estarian aquellos que se transmiten
durante la lactancia, ya que las crias alin no cazan su propio alimento. Es posible que los
animales recién destetados (que tendrian mayor didametro umbilical) aun no hubieran tenido
tiempo de ser colonizados por ectoparasitos, por lo que los eosinéfilos no se encontraran en
mayor abundancia en sangre. Lo mismo podria ocurrir si se tratara de alergenos presentes en
la colonia.

indice clinico

El indice clinico era explicado por el diametro umbilical de los elefantes marinos cachorros,
donde entre mayor era el didmetro menor, menor era el indice clinico (es decir, mas sanos eran
los animales) (Ya se discutié por que se piensa que todas las crias tienen al menos una
anomalia en la seccién 1.1 de la discusion.

La relaciéon de estas variables puede deberse a la cantidad de reservas asociadas al didmetro
umbilical. Con mas reservas energéticas las crias contarian con mas energia para tener un
sistema inmunolégico activo, modulado y asi evitar enfermedades en caso de infeccién por
agentes patdégenos. Adicionalmente, también es posible que, con mas energia disponible en
reservas, puedan llevar a cabo mejor sus procesos fisioldgicos cotidianos, como metabolismo,
regulacion de temperatura, desarrollo, etc. sin presentar anomalias en sangre.

1.9 Condicidn corporal de las crias

La cuarta hipétesis a desafiar en esta tesis fue que la condicién corporal de las crias de
elefante marino del Norte se relaciona con los leucocitos circulantes. Se encontré que la
condicién corporal predecia el conteo de leucocitos totales, neutréfilos, monocitos, linfocitos
y pero el resto de las variables no se relaciond significativamente con la condicién de los
cachorros.

Leucocitos totales

Los leucocitos totales variaron dependiendo del grosor de la capa de grasa de las crias, de
forma que entre mayor era la capa de grasa, menor era la cantidad de leucocitos circulantes.
Solamente uno de los 135 cachorros incluidos en el estudio presenté leucocitosis, mientras
que 73 animales presentaron leucopenia, conforme a los valores de referenciareportados para
la especie.

La disminucion de los leucocitos circulantes conforme al aumento en la condicién podria
reflejar una distribucién de las células hacia diferentes tejidos durante la maduracién de las
crias. Algunos estudios sugieren que la capa de grasa en M. angustirostris presenta una
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estratificacién vertical, donde la grasa mas interna tienen mayos diversidad celular y mayor
tasa metabdlica mientras que la capa mas externa tiene mayor capacidad de repuesta a
patégenos y estresores celulares (Khudyakov et al., 2022). La capa de grasa de los elefantes
marinos esta distribuida uniformemente en los animales, y alberga varios leucocitos,
especialmente en la capa mas externa. Se ha propuesto que la expresion de células T de ayuda
en el tejido adiposo ayuda a prevenir la inflamacién en estos animales, que son naturalmente
obesos (Khudyakov et al., 2022).. Otros autores mencionan que los leucocitos en tejido
adiposo también contribuyen con el control de patégenos que se infiltren al tejido adiposo,
respuesta de adipocitos a nutrientes yremodelacién de la matriz extracelular(Manetal., 2017).
Con mas leucocitos en el tejido adiposo es posible que los circulantes disminuyan. Con la
informacién disponible a partir de la presente tesis, no es posible explorar estas posibilidades.

Neutrdfilos totales

Los neutréfilos totales variaron respecto a la condicidon corporal de las crias, de forma que
entre mas gruesa era la capa de grasa, menor era la cantidad de neutroéfilos circulando en
sangre. Este resultado concuerda con el observado para los leucocitos totales, lo que es
congruente debido a que los neutréfilos son el leucocito sanguineo més abundante (Theml et
al., 2004). Es posible que los factores que expliquen la disminucién en los neutréfilos y
leucocitos totales en relacién a cambios en la condicién de los cachorros sean los mismos.

También se discutié ya (ver seccién 1.1 de la discusion) cual es la posible causa de la
neutropenia generalizada que se observé ya que 106 de 134 animales tienen un conteo mas
bajo de lo esperado para individuos saludables segun los intervalos normales reportados para
la especie (Gulland et al., 2018).

Monocitos totales

Los monocitos totales mostraron la mismatendencia que las células ya discutidas. Se observd
una tendencia a disminuir mientras conforme la capa de grasa era mayor. Aunque los
monocitos tienen una morfologia general que se puede identificar facilmente en un frotis
sanguineo, existen algunas diferencias en los monocitos circulantes que los permiten cumplir
funciones diferentes y diferenciarse de multiples maneras en tejidos (Geissmann et al., 2003).
Se ha propuesto que los monocitos se diferencian en dos subgrupos principales: los que son
reclutados hacia tejidos inflamatorios y los que llegan a zonas sin inflamacién.

Se sabe también que los monocitos en el tejido adiposo cumplen un papel
fundamental en la remodelacién de este (Gallerand et al., 2021). Especificamente, el tejido
adiposo café requiere un constate reemplazo de monocitos y cuando estos son reclutados, la
cantidad de monocitos en sangre disminuye sin tener alteraciones en la médula dsea
(Gallerand et al., 2021). El tejido adiposo café es muy importante para los mamiferos marinos
neonatos ya que es el que les permite generar calor y termoregular (Cannon & Nedergaard,
2004). Es posible que las crias con mayor cantidad de grasa requieran de mayor reclutamiento
de monocitos para su tejido adiposo y de esta manera se ve una disminucién en los conteos
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leucocitarios sin una aparente afeccidn clinica en las crias. Seria necesario realizar biopsias
de tejido graso para investigar esta posibilidad, pero ese objetivo no estaba contemplado en la
presente tesis.

Basofilos

Los basofilos también mostraron diferencias significativas respecto a la condicién corporal,
aunque con una tendencia contraria a la de los monocitos, neutrdéfilos y leucocitos totales.
Especificamente, se observdé que entre mayor era la capa de gasa, también era mayor el
numero de basdfilos.

Los basofilos son el tipo celular mas escaso en sangre y esta asociado principalmente a
regulacion de procesos inflamatorios, trastornos inmunes como alergias o autoinmunidad
(Karasuyama et al., 2011; Longo, 2012) y también se ha visto su participacion en el control de
infeccidon por helmintos (Ohnmacht & Voehringer, 2009). Su tendencia contraria a los otros
tipos celulares relevantes en la condicién corporal podria ser simplemente el reflejo de la baja
de los otros leucocitos y no necesariamente un aumento de esta célula.

Si se trata de un verdadero aumento podrias ser debido a la influencia de pardsitos. Existen
ciertos parasitos que tienen afinidad por el tejido adiposo, por ejemplo, Trypanozoma infecta
adipocitos en ratones y otros mamiferos (Bradford & Contreras, 2024; Trindade et al., 2016).
Neospora canium un parasito encontrado en pinnipedos (Villagra-Blanco et al., 2019) también
tiene afinidad por el tejido adiposo (Teixeira et al., 2015). Teixeira y colaboradores ademas
encontraron un aumento en monocitosy linfocitos en ratones infectados. Sin embargo, en este
estudio se vio una baja de monocitos y leucocitos totales mientas la capa de grasa era mayor,
contrario a lo esperado, si se asume que los animales con mas grasa son mas propensos a
tener parasitos. La Leishmaniasis es una enfermedad parasitaria donde el huésped también
presenta afinidad por el tejido adiposo (Bagirova et al., 2011) y se han encontrado Leishmania
sp. en pinnipedos como la foca monje del mediterraneo (Monachus monachus), pero, a la
fecha, no se ha reportado en el elefante marino del Norte. En ese sentido, es posible que los
basdfilos circulantes en los cachorros aumenten en respuesta a infecciones por helmintos que
son afines a los adipocitos y por lo tanto es mas probable que infecten a los organismos con
mayor capa de grasa. Estudios futuros podrian abordar esta posibilidad.

Linfocitos atipicos

Los linfocitos atipicos se relacionaron con la condicion corporal de las crias de elefante marino
del Norte, de forma a mayor capa de grasa mas los linfocitos atipicos. Los morfotipos atipicos
observados de los linfocitos incluyeron linfocitos binucleados, linfocitos mitdticos,
apoptoéticos, vacuolados, gigantes granulados (LGL), y granulados; siendo las mas comunes
los linfocitos vacuolados y los linfocitos LGL. Estos, como se menciond en la seccion 1.5 de la
discusién, suelen estar asociados a trastornos leucémicos (Kipps, 2010). Los linfocitos
vacuolados pueden serindicadores de varias enfermedades metabdlicas como enfermedades
de almacenamiento metabdlico (Anderson, 2005). En las capas de grasa mas grandes podria
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ser mas probable que se generaran trastornos metabdlicos que dieran como resultados
linfocitos atipicos en sangre. Sin embrago, solo seis de los 134 individuos en este estudio
tienen linfocitosis, asi que es probable que el incremento de estas células no se clinicamente
relevante.
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CONCLUSIONES

El objetivo general de esta tesis fue evaluar el impacto del sexo, morfometria, condicién
corporal y aho de nacimiento sobre los leucocitos circulantes de las crias de elefante marino
del Norte nacidas en el archipiélago de San Benito entre los afios 2016 a 2023. Se cumplio el
objetivo ya que se pudo analizar el efecto de cuatro variables independientes (afio, sexo,
condicién corporal y medidas morfométricas) sobre la variacién de 16 parametros
inmunitarios (leucocitos totales, relacion neutrdfilo linfocito, neutrdfilos totales, linfocitos
totales, monocitos totales, eosinéfilos, basdfilos, neutréfilos inmaduros, neutréfilos maduros,
neutrofilos atipicos, linfocitos normales, linfocitos reactivos, linfocitos atipicos, monocitos
normales y monocitos atipicos).

Con base en los resultados obtenidos, se concluye que el sexo de las crias de elefante marino
delNorte no parece determinar diferencias en los parametros leucocitarios, al menos alaedad
de los cachorros estudiados, ya que no hubo diferencias significativas con ninguna variable
dependiente. La condicidon corporal impactd el comportamiento de cinco de dieciséis
parametros significativos. En cuanto a la variacion anual se detectaron diferencias
significativas en cinco parametros leucocitarios.

Esta tesis nos permite ver que las células inmunes circulantes de los cachorros de elefante
marino del Norte cambian en respuesta a varios factores, pero el efecto no es homogéneo
entre los diversos tipos celulares. Por otro lado, este estudio reportd la presencia de leucocitos
atipicos, que no habian sido reportados previamente para la especie.

Para futuras investigaciones se recomienda incrementar el nimero de muestras para contar
con mayor poder estadistico, ya que algunos resultados mostraban una tendencia no
significativa. También se deberan estudiar mas variables para intentar dilucidar los impulsores
delcambio a través del tiempo en estos parametros. Este estudio puede también ser realizado
en otras poblaciones de elefantes marinos del Norte con el fin de saber si se trata de relaciones
a nivel especie o es un fendmeno local en las focas del area de estudio.
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