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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas son una de las principales causas de muerte en poblaciones
silvestres. La eficacia bioldgica de las especies esta relacionada con su variabilidad
genética, ya que una baja heterocigocidad puede disminuir la resistencia a patdgenos y, por
ende, impactar sobre la supervivencia. En este sentido resulta importante realizar estudios
sobre los efectos que la variabilidad genética tiene sobre la viabilidad de poblaciones
silvestres. Utilizar especies centinelas como modelos no tradicionales para comprender el
papel que juega la variabilidad genética en el éxito de la supervivencia de la especie es
clave para desarrollar estrategias de conservacion y extrapolar los hallazgos a otras
especies. Recientemente se dio a conocer que la carga parasitaria de Uncinaria, un
nematodo hematdfago virulento de crias de lobo marino de California y de lobo marino de
Nueva Zelandia, era mayor en animales genéticamente menos variables, pero la ocurrencia
de anemia en animales infectados era explicado por una ventaja de heterosis en un solo
microsatélite (Hg4.2). En esta tesis se utilizd al lobo marino de California, Zalophus
californianus, para investigar la relevancia de la heterocigocidad general y la heterosis
puntal en diversos procesos patologicos. Se utilizaron datos de lobos marinos varados en
las costas de California, EEUUA, entre 1994 y 2005, y se construyeron modelos lineales
generalizados para ver si el sexo, edad, heterocigocidad general y heterocigocidad en un
solo marcador, el microsatélite Hg4.2, explicaban la variacion en pardmetros sanguineos
para nueve causas de varamiento: leptospirosis, acido domoico, parasitosis helmintica
gastrointestinal, carcinoma urogenital, infeccion bacteriana severa, malnutricion, neumonia
bacteriana-parasitaria, septicemia y trauma. Se encontrd que los parametros sanguineos
varian entre causas de varamiento, pero la heterocigocidad, edad y sexo explicaron
significativamente la variacién de algunos pardmetros sanguineos para cada causa de
varamiento. La heterocigocidad en el microsatélite Hg4.2 explicé significativamente la
variacion en la concentracion de plaquetas de individuos afectados por parasitosis
helmintica gastrointestinal, lo que apoya las hipotesis planteadas sobre la desventaja de una
menor diversidad genética sobre la eficacia bioldgica. El conocimiento sobre las
enfermedades a las que estan sometidas las especies silvestres y su relacion con la
variabilidad genética individual es importante de tomar en cuenta para poder generar
nuevas estrategias de conservacion y manejo de animales, particularmente de aquellas que
se encuentran en rehabilitacion.



SUMMARY

Infectious diseases are one of the most important causes of death in natural populations.
Fitness is related to genetic variability of species, as low levels of heterocigosity can
decrease resistance to pathogens, and thus, impact survival. In this sense, it is important to
conduct studies on the effects that genetic variability has on the viability and persistence of
natural populations. Using sentinel species as non-traditional models to understand the role
that genetic variability plays in terms of species survival is key to developing conservation
strategies and to extrapolate findings to other species. Recently, it was shown that the load
of Uncinaria sp., a virulent haematophagous nematode that affects California sea lion and
New Zealand sea lion pups, was higher in animals with lower genetic variability, but
anaemia subsequent to infection was explained by heterosis at a single microsatellite
(Hg4.2). Here | investigated the relevance of general and punctual heterozygote advantage
in California sea lions, Zalophus californianus, afflicted with diverse pathologies. | used
data from stranded California seals found in the coasts of California (USA) between 1994
and 2005, and built generalized linear models to determine whether sex, age, general
heterozygosity or punctual heterozygosity at microsatellite Hg4.2 explain variation in blood
parameters for animals belonging to one of nine well defined causes of stranding:
leptospirosis, domoic acid intoxication, gastrointestinal parasites, urogenital carcinoma,
systemic bacterial infection, malnutrition, pneumonia, septicaemia and trauma. | found that
blood parameters varied between animals across the different stranding categories, but
heterozygosity, age and sex explained variation of blood parameters within each stranding
cause. In particular, heterozygosity at microsatellite Hg4.2 explained variation in platelet
concentrations of animals afflicted by gastrointestinal parasites, a finding that supports the
hypothesis that lower heterozygosity is disadvantageous for an individual’s fitness.
Knowledge on diseases that affect wildlife and their relationship with levels of genetic
variability are important for conservation and management strategies, particularly for those
undergoing rehabilitation and release.
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1. Introduccion

Durante las Gltimas décadas se ha demostrado que los patégenos pueden representar una
amenaza seria para las poblaciones silvestres, particularmente para aquellas amenazadas o
en peligro de extincion, ya que puede causar repentinos e inesperados descensos en la
riqgueza de poblaciones locales (Smith et al, 2009). En términos generales, es dificil
determinar el estado de salud de la mayoria de las poblaciones silvestres, el funcionamiento
de su sistema inmune y las enfermedades infecciosas a las que tienen mayor susceptibilidad
(Mancia et al, 2012). Incrementar nuestro conocimiento sobre los factores intrinsecos que
determinan la susceptibilidad o resistencia a los patdgenos puede ser de gran utilidad para
apoyar acciones de conservacion y manejo de poblaciones silvestres (Acevedo-Whitehouse,
2004). Sin embargo, la mayor parte de la informacion con la que se cuenta es de especies
domesticas, protegidas o en peligro de extincion. Es, por tanto, necesario abordar
investigaciones en especies silvestres no tradicionales para las que se cuente con datos
ecologicos, poblacionales y epidemioldgicos extensos, y asi poder extrapolar los resultados

a otras especies.

En este sentido, el lobo marino de California (Zalophus californianus) es un modelo
silvestre ideal para entender procesos patoldgicos, variaciones intrinsecas en su resistencia
a ellos y su potencial impacto poblacional. Este mamifero pinnipedo, que pertenece a la
familia Otariidae, reside durante todo el afio en las costas de California y Oregon, EEUUA,
y a lo largo de la Peninsula de Baja California, México. Su distribucién geogréfica,
ecologia de forrajeo, reproduccion, cuidado parental y sistema social han evolucionado bajo
la influencia de surgencias y convecciones oceéanicas estacionales asociadas a la corriente
de California (Melin, 2002). Aunque el lobo marino de California no es una especie
amenazada (Aurioles y Trillmich, 2008), se sabe que existen neoplasias, toxinas, bacterias,

virus y parasitos que afectan la morbilidad y mortalidad de sus poblaciones silvestres



(Miller et al, 2001). Estas enfermedades provocan varamientos® a lo largo de toda la costa
de California. Dentro de las enfermedades que causan varamientos en el lobo marino de
California se encuentra la uncinariasis, provocada por el nematodo hemat6fago Uncinaria
spp. (Lyons et al, 2001), que infecta a varias especies de otaridos y que puede provocar alta
mortalidad en crias de algunas especies. El impacto poblacional que puede tener la
uncinariasis en las poblaciones de otaridos quedo en evidencia desde 1997 en la Isla de San
Miguel, California, EEUUA donde a partir de necropsias practicadas a crias de lobo fino
del Norte Callorhinus ursinus y de lobo marino de California se observé una prevalencia de
Uncinaria spp. del 96 % y del 100 % respectivamente (Lyons et al, 1997). Otro estudio
mas reciente realizado en la misma isla, reporté que el 100% de las crias de lobo marino
que murieron durante los primeros meses de vida presentaba ejemplares adultos de
Uncinaria spp. en el intestino (Lyons et al, 2005). La mortalidad asociada a estas
infecciones es alta en el lobo marino de California reportada entre el 50 y el 70% (Lyons et
al, 2001).

Otros agentes patdgenos que afectan a las poblaciones de lobo marino de California son la
bacteria espiroqueta Leptospira spp. que causa leptospirosis, una enfermedad zoondtica que
desde 1970 ha incrementado la tasa de abortos, dafio en rifion y varamientos en masa
(Vedros et al, 1971). El cancer urogenital también es una enfermedad que se observa
frecuentemente en lobos marinos varados, (Gulland et al, 1996) desde 1974 se tiene reporte
de neoplasia y ha incrementado desde entonces. Varios factores son los que se creen que
estan asociados al desarrollo de la enfermedad como contaminantes (Ylitalo et al, 2005),
gammaherpesvirus otarino OtHV-1 (Buckles et al., 2006) y estreptococos beta-hemoliticos
(Johnson et al., 2006). Otro causante de enfermedad no infecciosa es el acido domdico que
frecuentemente causa intoxicacion en el lobo marino (Greig et al, 2005). Esta condicion es
causada por una neurotoxina que es producida por florecimientos de diatomeas del género
Pseudo-nizchia, ésta neurotoxina provoca necrosis en el hipocampo y puede llegar a ser una

enfermedad cronica o aguda (Thomas et al, 2009). Los sintomas clinicos son muy

! Evento caracterizado por la aparicion de un mamifero marino vivo o muerto en la playa o flotando cerca de
la orilla de la costa, en el que, de estar vivo, el animal es incapaz de realizar actividades normales
(Wilkinson, 1991).
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caracteristicos ya que el dafio es neurologico, por ejemplo se observa ataxia, convulsiones y
respuesta aletargada a estimulos (F. Gulland, 2000). Por altimo, otra causa por la que los
animales varan comunmente es el trauma relacionado con enmallamientos por redes de
pesca (Moore et al., 2009), colisiones con botes, heridas de bala y ataques de tiburon (Greig
et al., 2005).

La resistencia o susceptibilidad a patdgenos es influenciada por varios factores, algunos de
ellos intrinsecos, como la genetica, la edad, la condicion nutricional, y otros extrinsecos,
como la estacion del afio, el clima y la disponibilidad de alimento. La resistencia a
patdgenos también esta influida por factores genéticos en varias etapas de la iniciacion y
expresion de la respuesta inmune, incluyendo el manejo y presentacion de antigenos, la

produccidn de anticuerpos, linfocinas y la interaccion de linfocitos (Chapel et al, 1999).

En el lobo marino de California se han explorado aspectos de la regulacion genética a
enfermedades infecciosas, demostrando que si interfiere con aspectos de salud (e.g.
Acevedo-Whitehouse et al, 2003). Especificamente en relacion a las uncinariasis en el lobo
marino, recientemente se demostré que los niveles de heterocigocidad general, medido
como Relacion Interna o IR (Internal Relatedness por sus siglas en inglés) es significativo
para explicar la carga parasitaria pero, que la heterocigocidad puntual en un microsatélite
(Hg4.2) influye sobre el desarrollo de anemia debido a la patogenia por Uncinaria spp
(Acevedo-Whitehouse et al, 2006). Un estudio independiente realizado en otra especie de
pinnipedo ot&rido que también es hospedero de Uncinaria, el lobo marino de Nueva
Zelanda (Phocarctos hookeri), encontrd evidencia que apoya esta prediccion (Acevedo-
Whitehouse et al, 2009), y que sugiere que los efectos genéticos estan relacionados con

procesos de coagulacion y/o trombocitopoyesis (Ruiz, 2001).

En el presente estudio se examinaron parametros sanguineos generales y asociados a los
procesos de coagulacién en el lobo marino de California para I) determinar los valores de
referencia en animales clinicamente sanos y en animales afectados por patologias
especificas, y Il) comprobar si la heterocigocidad confiere una ventaja en términos de

coagulacién en los procesos infecciosos.
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2. Antecedentes

2.1 La heterocigocidad y sus correlaciones con aspectos de la eficacia

biolégica Darwiniana (fitness)

Los organismos que son diploides tienen dos copias de cada gen, llamados alelos, uno
proveniente de la madre y el segundo del padre. Para un gen o locus dado, si un individuo
tiene dos alelos o versiones diferentes entonces es heterocigoto y si tiene dos alelos iguales
es homocigoto (Snustad y Simmons, 2011). La endogamia, resultado de apareamiento entre
dos individuos emparentados, incrementa el nivel de homocigocidad en las crias,
generalmente con resultados negativos (Snustad y Simmons, 2011). La teoria de evolucién
por seleccion natural predice que los organismos con mayor diversidad genética produciran
mayor numero de progenie que organismos con menor diversidad genética, ya que estos
estaran menos adaptados para la supervivencia. Al aparearse dos individuos emparentados,
su descendencia serd menos viable porque tendran menor éxito reproductivo o seran de
menor tamafio en comparacion con el resto de la poblacién (mencionado en Slate et al,
2004). Debido a la frecuencia de alelos recesivos, la descendencia de apareamientos
endogamicos frecuentemente tiene fenotipos letales a temprana edad, o son afectados por

enfermedades especificas con origen genético (Charlesworth y Willis, 2009).

La variabilidad genética es necesaria para que los organismos puedan adaptarse a ambientes
cambiantes. Como se menciono anteriormente, la endogamia incrementa las probabilidades
de que un individuo sea homocigoto para alelos recesivos deletéreos en loci que exhiben
sobredominancia (revisado en Slate et al, 2004). Por ejemplo, en humanos la diversidad de
los genes que agrupan el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC por sus siglas en
inglés) que son encargados de la presentacion antigénica del sistema inmune (Chapel et al,
1999), estan relacionados con la eficacia biologica (Lie et al., 2009). Lo anterior nos sirve
para ejemplificar que el hecho de ser homocigoto u heterocigoto para determinados genes

puede tener consecuencias para la salud, que al final repercute sobre el éxito de
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supervivencia. Aun se desconoce como es que la endogamia afecta a las poblaciones
silvestres y como puede variar entre éstas, también se conoce como es que la endogamia
afectard a futuras generaciones o si depende de condiciones ambientales, ni con qué
magnitud puede influir sobre los cambios demograficos (Keller y Waller, 2002), es por eso
importante que se sigan haciendo estudios sobre los efectos que causa la endogamia en

poblaciones silvestres.

Coltman et al (1999) propusieron que la susceptibilidad a enfermedades infecciosas de
poblaciones silvestres podia estar relacionada con la heterocigocidad y la eficacia bioldgica.
Esta hipotesis se ha confirmado empiricamente en estudios que registraron asociaciones
entre diversidad genética (heterocigocidad) y supervivencia o resistencia a enfermedades o
infecciones, siendo mayor en individuos heterocigotos que en individuos homocigotos (ver
e.g. en MacDougall-Shackleton et al, 2005; Rudan et al, 2003; Ross-Gillespie et al, 2007;
Spielman et al, 2004; Acevedo-Whitehouse et al, 2003, 2006 y 2009; Keller y Waller,
2002; Castinello et al, 2001). Dicha asociacién se explica porque la endogamia
compromete la habilidad de controlar las infecciones y se cree que el hecho de ser mas

heterocigoto confiere una mayor resistencia a patdgenos (Coltman et al, 1999).

En poblaciones domesticas o de laboratorio en donde se tiene conocimiento del pedigree de
los individuos es facil estimar los grados de endogamia. El coeficiente de endogamia de un
organismo se conoce como f y es calculado como la probabilidad de que dos genes
homdlogos sean idénticos por descendencia (Hartl y Clark, 1989). Aunque se cree que la
endogamia en poblaciones silvestres es generalmente evitada y, que cuando llega a ocurrir
los alelos que son mutaciones deletéreas recesivas se exponen a la seleccion reduciendo asi
su porcentaje dentro de la poblacién (Leberg y Firmin, 2008) . Sin embargo se ha
demostrado que en poblaciones silvestres la endogamia no siempre puede ser evitada
(Keller y Waller, 2002). En la figura 2.1 se ejemplifica como se observaria un pedigree en
poblaciones silvestres, en donde el grado de endogamia esta relacionado con la cantidad de

ascendencia que es compartida por los padres.
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En poblaciones silvestres en donde no se cuenta con un arbol genealdgico para conocer la
informacion familiar de los individuos, es necesario realizar estudios basados en
marcadores genéticos neutrales? para dar a conocer la herencia de polimorfismos, el grado
de depresion endogamica, y la variacion genética cuantitativa (revisado en Pemberton,
2008). El uso de los marcadores genéticos neutrales ha ayudado a conocer el grado de
endogamia sin la necesidad de conocer el pedigree de los individuos (Pemberton, 2008). En
particular, los microsatélites son marcadores genéticos neutrales muy utilizados ya que son
abundantes en el genoma y permiten inferir qué tan emparentados o relacionados estan los
individuos dentro de una poblacion. Ademas, proporcionan informacion de cada locus, son
codominantes, tienen alto polimorfismo y al ser fragmentos cortos de ADN, es posible su
andlisis en muestras degradadas (mencionado en Pemberton, 2008). Los microsatélites se
han utilizado para estimar variabilidad genética, ascendencia, niveles de endogamia y para
rastrear alelos en una poblacion. También han permitido inferir el grado de endogamia en
poblaciones silvestres y evaluar cdmo es que afecta la susceptibilidad a enfermedades y la
supervivencia del individuo (e.g. Hawley et al, 2005; MacDougall et al, 2005, Da Silva et
al, 2008; Acevedo-Whitehouse et al, 2003). De manera general, los microsatélites han
ayudado a demostrar que una menor diversidad genética puede incrementar la probabilidad

de enfermedades y la susceptibilidad a infecciones (Rijks et al, 2008).

? Regiones no codificantes de ADN.
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Figura 2.1 Pedigree de un gorrién macho (Melospiza melodia) de color verde y con nimero 73543 que nacid
en la isla de Mandarte en 1992. Los machos estan representados por cuadrados y las hembras por circulos,

cada ndmero representa a un individuo (Tomado de Keller y Waller, 2002).

Para conocer el nivel de endogamia a partir de microsatélites se utilizan estimadores
indirectos como d? que es la medida de la distancia interna especifica de cada individuo, y
que intenta calcular la endogamia mas distante (Coulson et al., 1998) ya que esta basada en
las diferencias mutacionales a largo plazo. Este parametro es calculado como la diferencia
al cuadrado de la longitud entre los alelos en un locus dado, promediandolo a lo largo de los
microsatélites (Goldstein et al., 1995). El segundo estimador del indice de endogamia es la
heterocigocidad estandarizada (SH por sus siglas en ingles), en donde la heterocigocidad en
cada locus es ponderada por el promedio de heterocigocidad de todos los loci (Coltman et
al, 1999). Otro estimador de endogamia es el de relacion interna (IR por sus siglas en
inglés) que esta basado en medir la cantidad de genotipos parentales dentro de un individuo
y, el compartir alelos raros tiene mas peso que los que comparten alelos comunes (Amos et
al, 2001). Este estimador se ha utilizado para medir si la heterocigocidad tiene efectos sobre
el éxito reproductivo, la sobrevivencia y el potencial para recuperarse de alguna
enfermedad (ver ejemplos en: Acevedo-Whitehouse et al, 2003; Amos et al, 2001,

Valsecchi et al, 2004).
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En poblaciones silvestres se ha utilizado alguno o varios de los estimadores para investigar
la relacion entre rasgos relacionados con la eficacia bioldgica y la diversidad genética
individual. Para esto se utiliza el indice de correlacion entre heterocigocidad y eficacia
biolégica (HFC, por sus siglas en inglés). Las HFCs estiman la relacion que existe entre la
variabilidad genética y medidas individuales de vida-historia, junto con rasgos fisioldgicos

y morfoldgicos (revisado en Chapman et al, 2009).

Varios estudios sobre patdgenos en poblaciones de fauna silvestre han demostrado que la
infeccion por estos puede causar la muerte de crias (e.g. Lyons, 1963 y Lyons et al, 1997)
pero, al mismo tiempo se ha demostrado que la baja variabilidad genética puede influenciar
la respuesta a patdgenos (e.g. Rijks et al, 2008; Acevedo-Whitehouse et al, 2006). En este
sentido, entender como es que se regula la resistencia a patégenos es importante para tomar
decisiones de conservacion. Tener menor variabilidad genética parece estar directamente
relacionado con una mayor susceptibilidad a infecciones por parésitos y a ocurrencia de
cancer asociado a infecciones por gammaherpesvirus en el lobo marino de California
(Acevedo-Whitehouse et al, 2003) (Figura 2.2). Ya que la informaciéon poblacional,
ecologica, filogenética, conductual, epidemioldgica y reproductiva son ampliamente
conocidos para el lobo marino de California, eso lo hace ideal como modelo de estudio
sobre HFC ya que existird un margen de error menor. (Chapman et al, 2009).

El uso de microsatélites para medir indices de endogamia ha sido cuestionado en fechas
recientes ya que generalmente se utilizan de 7 a 20 microsatélites, y a partir de ellos se
pretende inferir sobre lo que ocurre en todo el genoma (Coulson et al, 1998). En ese
sentido, se ha propuesto que las HFC reportadas pueden ser explicadas por efectos
puntuales de uno o mas marcadores que se encuentran en desequilibrio ligado a algun gen
bajo seleccidn en lugar de deberse a un efecto de heterocigocidad general como se esperaria
para la depresion endogamica (Balloux et al, 2004).
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Figura 2.2 Estimacion individual del nivel de endogamia con IR (Internal Relatednes, por sus siglas en
ingles) de acuerdo a diferentes causas de varamiento para lobo marino de California rehabilitados en el

Marine Mammal Center (Tomada de Acevedo-Whitehouse et al, 2003).

Un estudio realizado en el lobo marino de California observd que mientras la
heterocigocidad general (calculada a partir de 13 microsatélites) explicaba la carga de
Uncinaria spp., el desarrollo de anemia subsecuente a la infeccion era explicada por un
efecto puntual en el marcador Hg4.2 (Acevedo-Whitehouse et al, 2006). En el lobo marino
de Nueva Zelanda se observo que un efecto semejante, donde la heterocigocidad general
(medida con 22 microsatélites) explicaba la carga parasitaria de Uncinaria pero, la cantidad
de plaquetas circulantes en los individuos infectados eran explicados por la heterocigocidad
en un solo microsatélite (Acevedo-Whitehouse et al, 2009). Otros ejemplos concordantes
son el estudio realizado con bivalvos donde solo algunos de los loci utilizados explicaban
variaciones en el crecimiento (David et al, 1995), y un estudio realizado con Drosophila
melanogaster, donde alelos especificos y no la endogamia explicaban la baja resistencia a

toxinas y patdgenos (Spielman et al, 2004).
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2.2 El lobo marino de California

El lobo marino de California Zalophus californianus californianus es el pinnipedo de
mayor abundancia y de distribucion méas amplia (SEDP, 2001). La especie se distribuye a lo
largo de la costa oeste del Océano Pacifico de Norte América, desde el sureste de
Columbia Britanica en Canadé hasta Baja California en México, asi como en las Islas
Galépagos, el mar de Cortés y el golfo de Alaska (Aurioles y Trillmich, 2008). La
poblacién de lobo marino de California en Estados Unidos y en México es de
aproximadamente de 355,000 individuos (Figura 2.3). Dentro de la categoria de la Lista
Roja de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, por sus siglas

en inglés) el lobo marino de California se clasifica como de menor preocupacion.

Su reproduccién ocurre en islas cercanas a la costa de California y Baja California,
incluyendo las Islas del Canal (San Miguel, San Nicolds y San Clemente, California
EEUUA), Isla Guadalupe, Isla San Benito e Isla Cedros en el Pacifico Mexicano, y en islas
del Golfo de California (Los Islotes, San Pedro Martir, San Esteban, Angel de la Guarda,
Granito y Roca Blanca); de las cuales la Isla de San Nicolas y San Miguel son las que
tienen las colonias reproductivas méas grandes (Allen et al, 2011). El hébitat terrestre del
lobo marino de California tipicamente se conforma por playas rocosas y arenosas en islas
costeras y de la linea costera continental.

El lobo marino de California es altamente sociable; los animales viven en colonias y
regularmente descansan en grupo cuando estan en tierra y en el agua. EI promedio de vida
de los lobos marinos de California es entre 15 y 30 afios. La mortalidad de las crias puede
ser de 10 a 15% durante el primer mes; debido al abandono, enfermedades infecciosas o
por trauma resultante de la competencia entre machos dominantes. Una vez que las crias
nacen, las hembras proveen cuidado parental, crianza y proteccion (SEDP, 2001). Los lobos
marinos son altamente poligamos, esto quiere decir que se pueden aparear hasta con 14

hembras durante la temporada de apareamiento (Rieldman, 1990).
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Figura 2.3 Mapa de distribucion de Zalophus californianus (Tomado de Aurioles y Trillmich, 2008)
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Durante los meses no reproductivos la mayoria de los lobos marinos adultos machos
migran hacia el norte, aquellos que se reproducen en el sureste de California migran hacia
Puget Sound, Washington y Colombia Britanica, EEUUA. En contraste, la mayoria de las
hembras permanecen en el territorio de apareamiento. La filopatria de hembras es muy
marcada y tienden a aparearse incluso en la misma seccion de la playa afio tras afio (SEDP,
2001), lo cual incrementa las posibilidades de que ocurran apareamientos consanguineos
(Acevedo- Whitehouse et al, 2003).

Después de la copula, el periodo de gestacion dura entre 11 y 11.5 meses, con implantacion
retardada, y se gesta por lo general una cria por hembra al afio. Veintitn dias después del
parto la hembra se vuelve a aparear. Al nacer las crias miden aproximadamente 75 cm y
pesan entre 6 y 9 kg (Aurioles y Trillmich, 2008), nacen con los ojos abiertos, con pelaje y
a los 30 minutos de haber nacido ya son capaces de moverse para reconocer su territorio.
La lactancia dura de ocho a 12 meses, y durante los primeros cuatro meses la leche materna
es alta en contenido energético, con un 32-44 % de grasa, 9 % de proteina y 0.6 % de
lactosa (SEDP, 2001).

Las grandes agregaciones de hembras resultan en intensa competencia reproductiva para
los machos, lo que los lleva a presentar un dimorfismo sexual muy marcado y poligamia
gue puede ser desde moderada hasta muy alta (Riedman, 1990). Los machos alcanzan una
longitud de 2.4 m y su peso oscila entre 297 kg y 450 kg. En contraste, las hembras llegan a
medir hasta 2 m y pesan alrededor de 110 kg (Aurioles y Trillmich, 2008). El peso
promedio de las crias neonatas es de 9 kg y miden hasta 80 cm (Allen et al, 2011). Tienen
un cuerpo en forma de torpedo con pelo corto de color café obscuro a café claro. A partir de
los cinco afios los machos desarrollan la cresta sagital (Figura 2.4). EI macho durante la
temporada de apareamiento permanece en tierra cuidando su territorio para lograr tener la

mayor cantidad de hembras y asi aparearse con ellas (Allen et al, 2011).
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Figura 2.4 Dimorfismo sexual entre macho y hembra de Zalophus californianus. A) Hembra adulta de lobo

marino de California, B) Macho adulto de lobo marino de California (Fotografia incluid con permiso de Luis
Soto).

2.2.1 El efecto de la heterocigocidad en las infecciones por Uncinaria

Uno de los agentes infecciosos que cominmente causan enfermedades en las poblaciones
de lobos marinos de California es el nematodo hemat6fago Uncinaria spp. Uncinaria
pertenece a la familia Ancylostomatidae, que abarca nematodos parasitos de una amplia
gama de mamiferos, incluyendo al humano (Loukas et al, 2005). El nimero de especies de
Uncinaria que puede infectar a los pinnipedos es incierto (Lyons y DelLong, 2005), pero
aun no se ha reportado en focidos méas que en un caso en particular. Uncinaria lucasi fue
encontrado por primera vez en el lobo fino del Norte, Callorhinus ursinus en 1901, aunque
no fue descrito (Stiles, 1901). Se sabe que la forma adulta de Uncinaria spp. se encuentra
comunmente en crias de varias especies de otaridos. Hasta la fecha, se ha encontrado
evidencia de infeccion en especies de pinnipedos otaridos como el lobo marino de Nueva

Zelanda, Phocarctos hookeri (Castinel et al, 2007), el lobo marino de California (Lyons et
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al, 1997, 2001), el lobo fino del Norte (Lyons 1963), el lobo marino de Steller, Eumetopias
jubatus (Hughes et al. 2004) el lobo marino de Sudamérica, Otaria flavescens, y el lobo
fino de Juan Ferndndez, Arctocephalus philippii (Beron-Vera et al. 2004). Aungue dichas
infecciones son cosmopolitas, no se tiene mucho conocimiento sobre la interaccion
Uncinaria-hospedero, las complejas respuestas inmunes que generan y, como es que la
respuesta inmune tiene un efecto protector para el hospedero o influye en la supervivencia
del parésito (Loukas et al 2005).

La infeccion por especies de Uncinaria inicia a traves del contacto del hospedero con el
suelo contaminado por larvas (Hotez et al, 2004). El ciclo de vida de Uncinaria spp. en
otaridos empieza cuando los parasitos adultos de vida libre en tercer estadio (L3) que
infectan el intestino de las crias de lobo marino se reproducen sexualmente y, producen
huevos que son eliminados en las heces, mismos que eclosionan en la playa que es suelo
hdmedo (sustrato que necesitan para continuar su ciclo de vida). Ahi se desarrollan hasta
convertirse en larvas filariformes infectantes, que penetran por via cutanea el cuerpo de los
hospederos, sin importar su edad. En el hospedero las larvas migran hacia el tejido adiposo
abdominal ventral, donde permanecen sin causar dafio aparente. Sin embargo, si los
hospederos infectados son hembras gestantes, las uncinarias en su estadio Lz son pasadas a
las crias durante la lactancia (Figura 2.5). Esto es porque las larvas son trasportadas hacia la
glandula mamaria cuando la grasa de los tejidos es reubicada en preparacion para el periodo
de lactancia (Lyons 1963). La etapa L3 de Uncinaria ha sido encontrada en la leche materna
del lobo marino de California (Lyons et al, 2005), por lo que es altamente probable que esta

sea la forma de transmision a las crias.
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Figura 2.5 Ciclo de vida de Uncinaria spp en lobo marino de Nueva Zelanda (Phocarctos hookeri) (Modificado de

Castinel et al, 2007b, fotos con permiso de Luis Soto)

Las larvas de Uncinaria spp, que ya presentan capsula bucal desarrollada (Figura 2.6), se
adhieren a la mucosa del intestino delgado donde maduran hasta su forma adulta. En el
intestino delgado el parasito macera la mucosa de las vellosidades intestinales y rompe los
capilares, alimentandose principalmente de sangre y fragmentos de tejido (Loukas y Prociv,
2001). Este mecanismo es uno de los principales responsables de las hemorragias
gastrointestinales y anemia ferropriva que se observan en humanos y otros mamiferos
(Harrison et al, 2002), en este caso el principal causante de muertes en crias. También
puede ser causante de peritonitis, pleuritis, poliartritis, hepatitis y neumonia hematégena
(Spraker et al, 2007). La manera de determinar si un animal esta infectado por paréasitos es

por medio de la evidencia en las necropsias de enteritis hemorragica, ulceras gastricas o
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peritonitis. Se puede presentar sangre en las heces, vomito, anorexia, conteo alto de

eosinofilos y anemia.

Figura 2.6 Caracteristicas de Uncinaria. A) Microscopia electronica de barrido del extremo anterior de una hembra
adulta de Uncinaria recuperada en cria de lobo marino de Nueva Zelanda, Phocarctos hookeri (escala 80um); B)
Microfotografia y dibujo de la capsula bucal de una Uncinaria spp. macho (escala de 40pum). (Tomado de Castinel et al,
2006)

Los altos niveles de infeccion por Uncinaria spp. y grados variables de mortalidad que se
reportan en los lobos marinos de California (Lyons et al. 2001, 2005) podrian ser
explicados por factores inmunolégicos y fisiologicos del hospedero, fenotipos que a su vez
son influenciados por su genética y estado nutricional (Pullan et al, 2009; Acevedo-
Whitehouse et al, 2006).

2.2.2 Enfermedades comunes en el lobo marino de California

Existen otros agentes infecciosos que también causan enfermedades comunes en el lobo
marino de California. Entre ellos esta el morbillivirus, herpesvirus, Klebsiella pneumoniae,
adenovirus y Leptospira spp (Higgins, 2000). De éstos, la leptospira, bacteria espiroqueta
causante de leptospirosis, causa brotes epizooticos periddicos en la especie (Mackereth et

al, 2005). Esta enfermedad fue detectada en el lobo marino de California en su distribucion
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en las costas de California desde 1970, cuando los varamientos incrementaron cuatro veces
a comparacion a otros afios y los animales varados mostraban sintomas de dolor abdominal
y sed (Vedros et al, 1971). El agente etioldgico encontrado fue Leptospira spp. (Vedros et
al, 1971). La patologia que ocasiona es renal (nefrosis, nefritis intersticial y, hemorragias) y
hepatica (hiperplasia en las células de Kupffer) (Vedros et al, 1971; Zuerner et al., 2009).
La leptospirosis es una enfermedad crénica y puede llegar a causar la muerte dependiendo
de la severidad de la infeccion. La manera de diagnosticarla es por medio de la observacion
de sintomas de depresion, fiebre, anorexia, movimiento involuntario del musculo y vomito.
En los parametros sanguineos se puede observar altos niveles de leucocitos (leucocitosis),
nitrogeno ureico en la sangre y globulina. Se puede confirmar el diagnostico en la necropsia
cuando el animal presenta rifiones inflamados, con perdida en la diferenciacion de la

medula y cortezas ademas de estar endurecidos.

Otro proceso patologico que afecta cominmente al lobo marino de California es la
intoxicacion por acido domdico. Aungue no es un proceso infeccioso, esta condicion
anormal es provocada por diatomeas del género Pseudo-nitzschia que producen &cido
domoico, una neurotoxina (mencionado en (Silvagni et al, 2005) que se cree ocurre en
respuesta a estrés cuando hay limitacién de micronutrientes, macronutrientes y disminucion
en la produccion de &cido silicico (Anderson et al, 2006). La toxina dafia las funciones
celulares y puede conducir a muerte neuronal al provocar la despolarizacion de la célula e
incrementar el calcio intracelular (Goldstein et al, 2009), lo que provoca muerte neuronal y
hemorragias (Silvagni et al, 2005). El hipocampo en mamiferos esta asociado con el
aprendizaje, la memoria y la navegacion espacial; y el cual es una de las regiones en donde
predomina el dafio por acido domdico (Thomas et al, 2009). Algunos de los sintomas
clinicos que se pueden observar a causa de la intoxicacion por acido domoico son: ataxia,
convulsiones, movimiento involuntario de la cabeza y muerte temprana de las crias
(Golstein et al, 2009) debido a que el acido domoico atraviesa la placenta. Cuando se dan
los florecimientos de diatomeas en el mar, la cantidad de 4cido domadico que se libera llega
a ser dafiino para las poblaciones de mamiferos marinos y en especial la del lobo marino de

California que se alimenta de presas intoxicadas como de sardinas (Sardinops sagax) y
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anchoas (Engraulis mordax) (Mencionado en Goldstein et al., 2009 por Scholin et al,
2000). El dafio més significativo se ha visto en adultos de lobo marino y no en crias o
subadultos, se cree que podria ser por la exposicion repetitiva que tienen al &cido domaico,
una vez que han sido expuestos a la toxicidad incrementa la susceptibilidad y por dltimo
que los efectos progresivos de haber sufrido ataxia explique la atrofia del hipocampo
(Montie et al., 2012). Goldstein et al. ( 2008) proponen que los adultos presentan mas dafio
cerebral porque la enfermedad necesita tiempo para progresar y es por eso que no se hace
una asociacion entre los varamientos y la locacion de los florecimientos del alga. Es
diagnosticado cuando se observa descoordinacion de las partes de cuerpo, movimiento
involuntario, movimientos de cabeza, tremores musculares, convulsiones y letargo entre
convulsiones, depresion y comezon anormal, aunque pueden tener buena condicion

corporal y quimica sanguinea dentro de los pardmetros normales (O’Hara y O’Shea, 2001).

Los casos de neoplasia en lobo marino de California (Figura 2.7) fueron reportados por
primera vez en 1974 (Mawdesley-Thomas, 1974). Desde entonces, se observaron casos de
cancer con posible origen urogenital en animales varados (Gulland et al., 1996). El
gammaherpesvirus otarino OtHV-1 se ha asociado con casos de cancer urogenital (Buckles
et al., 2007). Su transmision es posiblemente sexual, siendo comun en animales
sexualmente maduros (Buckles et al., 2007). Aunado a la infeccion por virus también se ha
visto que las infecciones por bacterias como Streptococcus beta-hemoliticos pueden jugar
un papel importante en el desarrollo del cancer urogenital ya que pueden servir como
cofactores en el desarrollo del tumor al reducir la inmunidad y la induccion de la
inflamacién de la zona (Johnson et al., 2006). Se diagnostica cuando se observa anorexia,
distencion abdominal, cuando las aletas traseras estan inflamadas y a veces puede ser tan

agresivo que se observan penes y vulvas prolapsadas.
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Figura 2.7 Necropsias de lobo marino de California adulto mostrando evidencia macroscopica de cancer
urogenital A) Carcinoma avanzado en tejido genital, B) Vagina prolapsada por carcinoma urogenital

(Fotografias tomadas del Marine Mammal Center)

Algunas causas de varamiento de lobos marinos son la malnutricion y trauma (Figura 2.8).
La malnutricién ocurre cuando el animal es incapaz de alimentarse y se debilita. Los
traumas pueden ser causados por coaliciones con botes, mordidas por depredadores,
balazos y enmallamientos con redes de pesca (Greig et al., 2005). Estas causas de
varamiento son poco comunes pero si llegan a ser de importancia ya que los lobos marinos

suelen pescar en donde hay redes.
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Figura 2.8 Trauma y malnutricién en el lobo marino de California. A) Enredamiento con red de pesca, B)

Laceracion de aletas caudales y C) Cria de lobo marino en estado de desnutricidn.

La neumonia (Figura 2.9) es otra de las condiciones que afectan al lobo marino de
California desde hace tiempo y es comUnmente causada por infecciones simultaneas por
bacterias como Klebsiella pneumoniae y el nematodo Parafilaroides decorus (Fleischman
y Squire, 1970; Morales y Helmboldt, 1971; Castinel et al., 2007). Se puede diagnosticar
por la presencia de leucocitosis, flemas, moco, tos, respiracion ruidosa y ruidos anormales

himedos en la respiracion.
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Figura 2.9 A) Gusanos en tejido pulmonar de lobo marino de California (tomado del Marine Mammal
Center) y B) Parafilaroides decorus adulto en alveolo de lobo marino de California con minima respuesta

inflamatoria (Tomado de Fleischman y Squire, 1970)

2.3 Aspectos basicos de inmunologia

El sistema inmune es un mecanismo de defensa que sirve para proteger a los animales de
microorganismos patdgenos y cancer. Los antigenos son fragmentos de proteinas,
generalmente derivados de patdgenos, que provocan varias respuestas inmunes, mismas que
se pueden dividir en innatas y adaptativas (Cuadro 2.1), y a su vez las adaptativas en
dependientes del timo e independientes del timo (Chapel et al, 1999). La inmunidad innata
es aquella con la que nacemos y no es especifica ya que son barreras mecanicas (piel,
sudor, lagrimas, acidez estomacal y membranas mucosas), fagociticas como substancias
antibacteriales (lisosomas y granulocitos) e inflamatoria. La inmunidad adaptativa tiene
caracteristicas Unicas, especificidad antigénica, memoria inmunitaria, diversidad y
reconocimiento de lo propio y lo extraiio (Virella y Goust, 1997), sus principales agentes
son los linfocitos y los anticuerpos que éstos producen. Los dos sistemas inmunitarios no
son independientes de si, trabajan juntos para producir una respuesta combinada mas eficaz.
Las respuestas dependientes requieren de la participacion de los linfocitos T para ayudar a

la produccion de anticuerpos por parte de los linfocitos B y los independientes del timo son
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aquellos en los que se producen anticuerpos estimulando directamente a los linfocitos B
(Chapel et al, 1999).

El sistema adaptativo produce sefiales y componentes que elevan la eficacia de las
reacciones del sistema innato. Ademas tiene la capacidad de generar diferentes moléculas
de reconocimiento, lo que hace posible identificar millones de estructuras unicas de
antigenos (Goldsby et al, 2007).

Cuadro 2.1 Comparacién entre las respuestas inmunes innatas y adaptativos (Tomado de Goldshy et al.

2007).
Atributo

Tiempo de reaccion

Inmunidad Innata

Minutos a horas

Inmunidad Adaptativa

Especificidad Especifica para moléculas y Altamente especifica,
patrones moleculares de los reconoce detalles de la
patdgenos estructura microbiana o no
microbiana con alta
especificidad
Diversidad NUmero limitado de Altamente diversa

receptores codificados por la

linea germinal
Respuesta de memoria Ninguna Memoria persistente, la
respuesta a una infeccién
posterior es mas rapida y de
mayor magnitud
Reconocimiento entre lo Perfecta Muy buena, aunque pueden

propio y lo extrafio

existir fallos

Principales tipos celulares

Fagocitos (monocitos,
macrofagos, neutréfilos),

células NK

Linfocitos T y B, células
presentadoras de antigeno

Componentes solubles de

sangre o liquidos tisulares

Muchos péptidos y proteinas
antimicrobianos

Anticuerpos
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2.4 Mecanismos de coagulacion y parametros sanguineos de mamiferos

Todas las células sanguineas maduras (globulos rojos y blancos) funcionales provienen de

células madre hematopoyeéticas que son pluripotenciales. Estas se desarrollan en la medula

6sea y cuando la demanda aumenta tienen la capacidad de autorenovars

e y proliferar

(Goldshy et al, 2007). La formacion de células sanguineas maduras es un proceso de estado

estable ya que se producen células maduras al mismo ritmo al que se pierden. La célula

madre pluripotencial tiene dos vias para diferenciarse, una da lugar a una célula progenitora

linfoide y otra a una célula progenitora mieloide. Las progenitoras linfoides originan

linfocitos B, T y asesinos naturales (NK, por sus siglas en inglés), las

mieloides se

diferencian en progenitoras de globulos rojos que son los eritrocitos y diversas células

leucocitarias como neutrdéfilos, eosinofilos, baséfilos y monocitos, adem

generadoras de plaquetas Ilamadas megacariocitos (Figura 2.10).
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Figura 2.10 Origen hematopoyético de las células sanguineas (Modificado de Goldsby et al, 2007).
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La eritropoyesis es la produccion de eritrocitos y se lleva a cabo en la medula 6sea, cuando
éstos maduran se vuelven altamente deformables para ser lo suficientemente flexibles y asi
avanzar a traves de las paredes de los vasos sanguineos e ingresar a la sangre circulante
(Goldsby et al, 2006). Cuando hay un aumento de la demanda de eritrocitos, la produccion
se incrementa primero al permitir que las formas inmaduras entren a los capilares
sanguineos y adelantando las etapas de maduracion para acelerar la eritropoyesis (Kerr,
2002). La produccion y destruccion de eritrocitos generalmente se encuentra en balance
por lo que el nimero de eritrocitos es constante. La hormona responsable de la regulacion
de eritrocitos es la eritropoyetina y el principal sitio de produccién es en el rifidén. Esta
hormona puede afectar a su regulacion al incrementar la tasa de diferenciacion de células
madres en precursoras de glébulos rojos, reducir el tiempo de trénsito afuera de la medula

Osea Yy reducir las etapas del desarrollo de glébulos rojos (Kerr, 2002).

Cuando un vaso sanguineo es dafiado, la pérdida excesiva de sangre a través de la herida es
prevenida por procesos como la vasoconstriccion, agregacion de plaquetas y la coagulacion
de la sangre (Pocock y Richards, 1999) y se le conoce como hemostasis. La coagulacion de
la sangre consiste en la creacién de una malla con hebras de fibrina que se unen a los
componentes de la sangre para formar un codgulo. El tapon de plaquetas es estabilizado por
la fibrina y cuando el nimero de plaquetas estd lo suficientemente reducido o estan
deterioradas funcionalmente, los eritrocitos se filtran a través de las paredes capilares
(Searcy, 1995). Cuando la naturaleza o la extension de la infeccion son graves se pueden
activar procesos sistémicos inflamatorios que corresponden a la respuesta de la fase aguda,
que funciona como productor de mediadores inflamatorios y para el reclutamiento de mas
células inflamatorias al sitio de infeccion (King et al, 2001). La disminucién de las
capacidades de coagulacion e inflamacion causada por accion de agentes infecciosos podria

contribuir a la mortalidad y morbilidad en poblaciones (Esmon, 2004).

El reclutamiento de células involucra la quimiotaxis que incrementa la infiltracion de
células inmunes hacia el endotelio vascular, y la expresion celular de moléculas inmunes.

Estos factores, junto con un incremento en la circulacion sanguinea y un incremento en la
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permeabilidad vascular, llevan a la acumulacion de leucocitos, inmunoglobulinas y otras

proteinas de sangre en el tejido infectado (King et al, 2001).

La importancia de los estudios sanguineos se debe a la informacion que se puede obtener
sobre la salud del animal, por ejemplo los conteos o morfologia de células rojas nos puede
indicar si existe una pérdida de sangre cronica, si el animal ha estado expuesto a patégenos
o0 toxinas, si tiene alguna enfermedad localizada en algin 6rgano o si solo existe una
condicion que puede ser mediada por el sistema inmune (Walker et al, 2008). En cambio
los conteos 0 morfologia de células blancas, también conocidas como leucocitos nos puede
decir si existe inflamacion, leucemia o si estd presente alguna condicion hereditaria
(Walker et al, 2008). Estas células que tienen funciones inmunes, difieren
morfolégicamente y en su origen, que puede ser linfoide o mieloide. Algunos leucocitos
son, conocidos como granulocitos debido a sus granulos citoplasmaticos, conformados por
enzimas hidroliticas que forman parte esencial del sistema inmune innato. Por otro lado, los
leucocitos no granulocitos, en especial los linfocitos, forman parte del sistema inmune
adaptativo o adquirido. A continuacion se describe cada uno de los componentes de los

parametros sanguineos:

Plaquetas: Se originan de los megacariocitos que se encuentran localizados principalmente
en la medula 6sea, no contienen ndcleo y durante su etapa inactiva tienen una morfologia
discoidea, la que se volvera irregular una vez activadas (Cuce y Aktan, 2012). Las
plaquetas tienen tres tipos de granulos, los alfa granulos, granulos densos y lisosomas. Cada
plaqueta contiene cerca de 50-80 alfa granulos y éstos incluyen moléculas inflamatorias,
citoquinas, moléculas para activar células, proteinas, factores de crecimiento, moléculas de
adhesion e integrinas (Walker, 2008). Los granulos densos son importantes para la
homeostasis ya que se fusionan con la membrana plasmatica y expelen su contenido al
ambiente causando la agregacion de otras plaquetas y vasoconstriccion local (Ciice y
Aktan, 2012). Una vez que se activa la adhesion plaquetaria seguida de la activacion de
plaquetas, puede iniciar la coagulacion intravascular y mas adelante el consumo de éstas
(Searcy, 1995).
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Hematocrito: Es una medida de la fraccidn del volumen de la sangre que esta ocupado por
eritrocitos y se mide en porcentaje o fracciones decimales (Kerr, 2002).

Hemoglobina: Es una heteroproteina en los globulos rojos que se encarga del transporte de
oxigeno. Los niveles de hemoglobina pueden reflejar anemia, desnutricion, deficiencias de

hierro, sobre hidratacién, deshidratacion y eritrocitosis (Kerr, 2002).

VCM: (Volumen corpuscular medio) es una medida del tamafio de los glébulos rojos y es
obtenido por dividir el porcentaje de hematocrito entre el recuento total de glébulos rojos.
Animales jovenes tienden a tener gldbulos rojos méas pequefios que los adultos, pero los

neonatos tienen glébulos rojos del tamafio de un adulto (Kerr, 2002).

HCM: (Hemoglobina corpuscular media) es una medida de la masa de la hemoglobina
contenida en un glébulo rojo. Esta varia con el tamafio celular y de acuerdo con las

especies, por lo que no se utiliza a menudo como indicador de salud (Kerr, 2002).

CHCM: (Concentracion de hemoglobina corpuscular media) es una medida de la
concentracion de hemoglobina en los globulos rojos y se obtiene dividiendo la

concentracion total de hemoglobina entre la concentracién de eritrocitos (Kerr, 2002).

Eritrocitos: Los eritrocitos son todos los glébulos rojos y su funcién principal es la de
transportar O, y CO,. La produccién de los eritrocitos se lleva a cabo en la medula 6sea
(Kerr, 2002).

Leucocitos totales: Son mononucleares, agrupa a todos los globulos blancos y a sus
precursores. EI nimero circulante de leucocitos en la sangre refleja el balance que existe
entre la demanda y el abastecimiento de dichas células. Se dividen en dos categorias, 10s
granulocitos que incluyen a los neutréfilos, basofilos y eosinéfilos; la segunda categoria

abarca a los linfocitos y monocitos (Kerr, 2002). Los leucocitos reaccionan de manera
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diferente a distintos agentes patdgenos y por eso es importante tomar en cuenta el nimero

absoluto del tipo de células leucocitarias circulantes (Kerr, 2002).

Monaocitos: Considerados como leucocitos en transito para convertirse en macréfagos una
vez que penetraron los tejidos, tienen funciones fagociticas de microorganismos, células y

particulas inertes (Virella 'y Goust, 1997).

Eosindfilos: El funcionamiento de los eosinofilos ain no estd completamente entendido en
mamiferos pero se sabe que la acumulacion de éstos en tejidos ocurre en respuesta a
estimulos quimiotacticos generados como respuesta a infecciones por parésitos y reacciones
alérgicas (Virella y Goust, 1997). La mayoria de los eosindfilos se encuentra en el intestino,
glandula mamaria, Utero, timo y médula 6sea, en el tracto gastrointestinal se encuentra la
poblacién mas grande de eosinofilos (Kita, 2011). Los eosinéfilos son reclutados en sitios
de inflamacidn, en donde producen citoquinas y mediadores lipidicos que liberan proteinas
granulares toxicas que ayudan a regular respuestas inmunes, aunque pueden provocar dafio
tisular (Kita, 2011).

Linfocitos: Existen dos tipos de linfocitos, los By T y las NK. Los linfocitos B maduran en
la medula ésea de huesos largos, y contienen inmunoglobulinas en sus membranas que
funcionan como receptores a antigenos. Los linfocitos T se llaman asi porque maduran en
el timo y son responsables de la regulacion de la respuesta inmune y en la produccién de
citotoxicidad, especificidad, memoria y linfocinas. Tienen una vida promedio mayor que
los linfocitos B y estdn involucrados en la memoria inmunolégica, solo reconocen
antigenos unido a proteinas de membrana (receptores de MHC tipo Il) que son expresadas
solo por tipos celulares que se especializan en la presentacion de antigenos (Virella y
Goust, 1997). Las células NK poseen actividad citotoxica contra células tumorales e
infectadas por algunos virus y carecen de receptores especificos de antigeno, corresponden
a la inmunidad innata (Goldsby et al, 2007). Los linfocitos de la mayoria de los mamiferos
marinos residen en nodulos linfaticos, timo, bazo y medula 6sea, solo pocos circulan en la

sangre en condiciones de salud. Varian en tamafio y en sus caracteristicas de tincion.
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Neutrofilos: Los neutr6filos inmaduros son conocidos como neutréfilos en banda y cuando
han alcanzado la madurez se les denomina neutrofilos segmentados. Su funcion principal es
la fagocitosis de particulas extrafias (generalmente bacterias, hongos y algunos parasitos) y
por tanto son importantes en condiciones de infeccion e inflamacion (Kerr, 2002),
especialmente se encuentran en infecciones bacteriales (Virella y Goust, 1997). Son
leucocitos polimorfo-nucleares y son la mayor subpoblacion de leucocitos sanguineos.

2.5 Parametros sanguineos en lobo marino de California

Se tiene un estimado de los pardmetros sanguineos que son normales para lobo marino de
California y se presenta en el cuadro 2.2, los parametros que se salen de este rango podrian
estar explicando diferentes enfermedades a las que podrian estar sometidos los animales y
gue se encuentran como causas de varamiento en este trabajo. A continuacién se describen
las posibles causas por las cuales los parametros sanguineos pueden salirse de los valores

normales.

El tamafio de los eritrocitos y la concentracion de hemoglobina son mayores en los
mamiferos marinos en comparacion con los mamiferos terrestres. El conteo de eritrocitos es
mas alto en crias que en los adultos porque aprenden a bucear (Bossart et al, 2001).

La anemia es un decremento en la concentracién de eritrocitos y hematocrito, ademas los
conteos de hemoglobina y eritrocitos estan debajo de los rangos de referencia. La anemia
puede ocurrir por pérdida de sangre, un incremento en la destruccion de eritrocitos o un
decremento en su produccién (Bossart et al, 2001). La anemia normocitica que se presenta
cuando se tienen eritrocitos del tamafio normal pero se tiene un numero bajo de ellos puede
indicar una enfermedad renal cronica que es comun en los lobos marinos de California
(Bossart et al, 2001).
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Los eosinofilos se acumulan en el tejido en respuesta a infeccion por parasitos ya que
tienen efectos parasiticidas y bactericidas (Bossart et al, 2001).

En animales con procesos de inflamacion y enfermedades infecciosas es comun observar
valores de neutrofilos altos. De igual manera se pueden observar niveles altos de monocitos
(monocitosis) cuando tienen enfermedades crénicas inflamatorias y pueden estar
relacionadas con neumonias (Bossart et al, 2001).

Los niveles normales de hematocrito junto con bajos niveles de proteina total en suero
pueden significar que existe una enfermedad grave en el higado o que hay pérdida de
proteina gastrointestinal (Bossart et al, 2001). En cambio cuando se observan niveles altos
de hematocrito junto con altos niveles de proteina total en suero puede ser por la existencia
de una deshidratacion (Bossart et al, 2001). Los niveles bajos de hematocrito junto con
altos niveles de proteina total en suero pueden significar la existencia de una enfermedad
cronica asociada con anemia, pero si existen niveles normales de proteina total de suero
puede significar que existe pérdida de sangre cronica y si los niveles de proteina total de
suero son bajos entonces puede ser por un decremento en la produccion de eritrocitos o

pérdida de sangre aguda (Bossart et al, 2001).
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Cuadro 2.2 Rangos normales de hematologia de Zalophus californianus de vida libre y en cautiverio que se

encuentran sanos y buena condicion fisica. (Modificado de Bossart et al, 2001)

Parametros

Plaquetas (10°/mm®)
Hematocrito (%)

Hemoglobina (g/dl)

Volumen corpuscular medio (fl)
Hemoglobina corpuscular media (pg)
CHCM (g/dl)

Eritrocitos (10°/mm°)
Leucocitos totales (ul)
Monocitos

Eosindfilos

Linfocitos

Neutrdéfilos segmentados

Neutrofilos en banda

3. Justificacion

Lobos
destetados
208 - 720

34 -50

12 - 18

94 - 115
33-41
31-39
29-4.0
9780 - 22800
0 - 1600

0- 1470
1180 - 8380
5140 - 16680
0- 680

varados | Lobos adultos en

cautiverio

158 — 355

38 -59

13-22

97 -116

33-42

34 - 37

3.7-5.3

3400 - 11380

45 -830

0-630

370 -3190

3400 — 11380
0 -10

La variabilidad genética individual afecta la eficacia bioldgica de poblaciones que se ven

afectadas por patdgenos. La manera en la que se ha visto esta relacion es por medio de

estudios con microsatélites, en donde se utilizaban de 10-25 microsatelites para medir el

grado de endogamia. Nuevos enfoques tratan de explicar si la relacion significativa que se

observa entre coeficiente de endogamia y aspectos de la eficacia bioldgica son causados por

sobre dominancia asociativa o por la ventaja de heterocigocidad general. Este trabajo de

tesis examina si la heterocigocidad general (como indicador de endogamia) o la
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heterocigocidad en el microsatélite Hg4.2, identificado en estudios previos, muestran
sefiales de influir sobre pardmetros sanguineos del lobo marino de California. El conocer el
impacto que tiene la endogamia en poblaciones silvestres en relacién con su estado de

salud, puede contribuir a los planes de manejo de de especies silvestres.

4. Hipdtesis

Se plantearon las siguientes hipotesis:

H1: Los parametros sanguineos variaran segun la condicién clinica y la edad del lobo
marino de California.

H2: La heterocigocidad general determinara la variacion en los pardmetros sanguineos de
los lobos marinos de California de acuerdo a cada condicidn clinica.

H3: La heterosis puntual en el microsatélite Hg4.2 determinara la variacion en los
parametros sanguineos relacionados con la coagulacién en los lobos marinos de California

de acuerdo a cada condicidn clinica.

5. Objetivo general

Describir la variacion en los parametros sanguineos para cada condicion clinica del lobo
marino de California y determinar la contribucién de la heterocigocidad genética puntual y

general para cada parametro relacionado con la coagulacion.
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5.1 Objetivos Especificos

Describir los pardmetros sanguineos asociados con los procesos de coagulacion en lobo
marino de California para cada condicion clinica.

Explorar si existe una relacion entre los niveles de heterocigocidad general y la heterosis
puntual en el microsatélite Hg4.2 y los pardmetros sanguineos relacionados con la

coagulacion.

6. Material y Métodos

6.1 Area de estudio

Los datos clinicos de los lobos marinos de California utilizados en esta tesis fueron
tomados de los archivos médicos del Marine Mammal Center (Sausalito, California,
EEUUA), un hospital veterinario de investigacion no lucrativo, dedicado al rescate y
rehabilitacion de mamiferos marinos enfermos o heridos. Es la Unica organizacion
autorizada por el National Marine Mammal Fisheries Service para rescatar y proveer
cuidado veterinario a los mamiferos marinos que se encuentran enfermos dentro de 600

millas de la costa Californiana (Figura 6.1). Al afio rescatan alrededor de 600 mamiferos
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marinos, de los cuales el 50-55 % son rehabilitados y regresados a su habitat (F. Gulland,
comm. pers.). A todos los mamiferos marinos que son ingresados en el Marine Mammal
Center se le toma un historial clinico, y todos los datos que son recompilados durante su

periodo de rehabilitacion o muerte suelen ser utilizados para investigaciones cientificas.

Fort Bragg — il
Operations

The Marine
Mammal Center
Headquarters
and Hospital,
Sausalito

The Marine Mammal -
Center Store and
Sea Lion Information
Kiosk at PIER 39

Monterey Bay -
Operations

San Luis Obispo
Operations x

Figura 6.1 Distribucion geogréfica del &rea de Rescate mamiferos marinos por parte del Marine Mammal

Center (Tomado de The Marine Mammal Center, www.marinemammalcenter.org)

Los lobos marinos de California que se rehabilitan en el Marine Mammal Center, y que
son el sujeto de estudio en este proyecto, provienen principalmente de las Islas San Miguel
y San Nicolds en donde se encuentran las colonias méas grandes de lobo marino de
California. En menor proporcion provienen de las colonias localizadas en las islas de Santa
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Barbara y San Clemente que forman parte del Parque Nacional Islas del Canal (Figura 6.2)
y de las islas del Pacifico Mexicano y el Golfo de California (Acevedo-Whitehouse et al, en
prep.). La isla de San Miguel es la sexta isla mas grande de las ocho que forman a las Islas
del Canal, con una superficie de 37.74 km2 y en ella se encuentra la colonia reproductiva
mas grande compuesta por cerca del 45 % de la poblacion total de lobo marino de
California (Allen et al, 2011). En la isla el lobo marino comparte su habitat con otras
especies de mamifero marino, como la foca comun (Phoca vitulina), la nutria marina
(Enhydra lutris), el elefante marino del norte (Mirounga angustirostris), y el lobo fino del
Norte (Callorhinus ursinus). EI Marine Mammal Center tiene centros de operacion a lo
largo de la costa de California.

_Santa Barbara

San Miguel Santa Cruz
P

Anacapa

Santa Rosa

Santa Barbara

San NICO@

PACIFIC OCEAN

Santa Catalina

San Clemente

Figura 6.2 Localizacién de las Islas del Canal, EEUUA, el circulo rojo enmarca la Isla de San Miguel que es
en donde se encuentra la colonia reproductiva mas grande y el circulo azul muestra la localizacién de la Isla
de San Nicolas (Tomado de National Park Service).
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6.2 Revision de datos y compilacion de parametros sanguineos

Durante dos estancias en el Marine Mammal Center realizadas durante agosto y septiembre
del 2012, se revisaron los expedientes clinicos de 1344 lobos marinos de California que
habian varado y fueron admitidos a rehabilitacion en el Marine Mammal Center entre 1994
y 2005. De esta base de datos, para 838 se contaba con informacidn genética y estos fueron

los individuos incluidos en este estudio.

Para cada lobo marino se registré el sexo, edad, fecha de varamiento, fecha de liberacién o
muerte, ubicacion de la captura, y se le asigné a una de las nueve causas especificas de

varamiento o de muerte con base en los datos clinicos y patolégicos.

Para el analisis de pardmetros sanguineos se compilaron datos sobre hematocrito (HCT),
hemoglobina (HGB), plaquetas, eritrocitos, monocitos, eosinofilos, leucocitos, linfocitos,
neutrofilos segmentados (NS), neutréfilos en banda (NB), volumen corpuscular medio
(VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM) y concentracion de hemoglobina

corpuscular media (CHCM).

6.3 Analisis estadistico

Se determinaron la distribucion y medidas de tendencia central de cada uno de los
pardmetros sanguineos revisados. Se determind la normalidad de los datos mediante
pruebas de Tukey y se transformaron las variables que no presentaban una distribucion
normal. La edad de los individuos se catalogé de manera semicuantitativa como cria, afiero,
subadulto y adulto. Se analizaron graficamente y estadisticamente (ANOVA de una via) las
variaciones de los parametros por afio de muestreo (ver Anexo 1) y por categoria de

enfermedad.
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Se construyeron modelos lineales generalizados (GLM, por sus siglas en inglés) para cada
condicion clinica causante del varamiento (leptospirosis, acido domoico, parasitosis
helmintica gastrointestinal, carcinoma urogenital, infeccion bacteriana severa, malnutricion,
neumonia bacteriana-parasitaria, septicemia y trauma), en donde se analizo la contribucion
de la heterocigocidad multiloci (IR), la heterocigocidad en Hg4.2, el sexo y la categoria de
edad sobre el nivel circulante de plaquetas, hematocrito, hemoglobina, volumen
corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media y concentracion de hemoglobina
corpuscular media, eritrocitos, leucocitos totales, monocitos, eosinofilos, linfocitos,
neutrofilos segmentados, neutréfilos en banda. Los parametros sanguineos de hemoglobina
corpuscular media, neutrofilos segmentados, monocitos, eosinéfilos, leucocitos y linfocitos
fueron transformados logaritmicamente. Los neutrofilos en banda y concentracion de
hemoglobina corpuscular media tampoco tuvieron una distribucion normal y fueron

transformados mediante una transformacién logaritmica del valor +1 ya que contenian cero.
Debido a que este analisis requirié de la realizacion de pruebas multiples, se utiliz6 la

prueba de Hochberg determinar nuevos valores p de acuerdo al numero de pruebas

realizadas y asi evitar errores tipo | (Hochberg Y, 1988; Huang y Hsu, 2007).
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7. Resultados

7.1 Variacién de parametros sanguineos por condicién clinica

Las plaquetas circulantes no variaron significativamente entre categorias de enfermedad
(ANOVA, Fg 749 = 0.829, p= 0.577). Al analizar si este patron se mantenia entre machos y
hembras, se observé que los valores de plaquetas de los machos no variaron
significativamente (ANOVA, Fsg 114 = 1.149 p= 0.329), lo mismo fue encontrado para las
plaquetas circulantes de las hembras (ANOVA, Fg 326 = 1.225, p= 0.284; Figura 7.1)
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Figura 7.1 Promedio de plaquetas circulantes por categorias de enfermedad. A) Machos y B) Hembras de

lobo marino de California.
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El hematocrito circulante vario significativamente entre categorias de enfermedad
(ANOVA, Fg 770=16.71, p= <2x10*%). Al analizar si este patron se mantenia entre machos
y hembras, se observé que los valores de hematocrito para los dos sexos variaron
significativamente entre clases de enfermedad, machos (ANOVA, Fg 45 = 5.909 p=
3.47x10") y hembras (ANOVA, Fg 335 = 14.09, p= <2x10™°; figura 7.2)
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Figura 7.2 Promedio de hematocrito circulante por categorias de enfermedad. A) Machos y B) Hembras de

lobo marino de California.
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El promedio de hemoglobina circulante vario significativamente entre categorias de
enfermedad (ANOVA, Fg 770 =21.58, p= <2x10°). Al analizar si este patrén se mantenia
entre machos y hembras, se observo que tanto para machos (ANOVA, Fg 425 = 6.009 p=
2.53x10™"), y hembras (ANOVA, Fg 336 = 15.78, p= <2x10™*); los valores de hemoglobina

variaron significativamente entre clases de enfermedad (figura 7.3)
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Figura 7.3 Promedio de hemoglobina circulante por categorias de enfermedad. A) Machos y B) Hembras de

lobo marino de California
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El volumen corpuscular medio circulante vario significativamente entre categorias de
enfermedad (ANOVA, Fg, 765 =6.781, p= 1.28x10%). Se observé que se mantenia el mismo
patron para machos (ANOVA, Fg 423 = 2.789 p= 0.005) y hembras (ANOVA, Fg 334 = 5.2,
p= 3.88x10™; figura 7.4), ya que los valores del volumen corpuscular medio variaron

significativamente entre clases de enfermedad
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Figura 7.4 Promedio de volumen corpuscular medio circulante por categorias de enfermedad. A) Machos y
B) Hembras de lobo marino de California

47



A)

La hemoglobina corpuscular media circulante vario significativamente entre categorias de
enfermedad (ANOVA, Fg 765 =7.424, p= 1.48x10™*). Al analizar si este patrén se mantenia
entre machos y hembras, se observo que los valores de hemoglobina corpuscular media de
los machos no variaron significativamente (ANOVA, Fg 43 = 1.862 p= 0.064), y que
solamente los niveles de hemoglobina corpuscular media de las hembras si variaron
significativamente entre clases de enfermedad (ANOVA, Fg 335 = 6.74, p= 3.35x10%;
Figura 7.5)
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Figura 7.5 Promedio de hemoglobina corpuscular media circulante por categorias de enfermedad. A) Machos

y B) Hembras de lobo marino de California.

48



La concentracion de hemoglobina corpuscular media circulante no vari6 significativamente
entre categorias de enfermedad (ANOVA, Fg 765 =0.568, p= 0.805). Al analizar el mismo
patron entre machos y hembras, se observé que tampoco variaron los valores de
hemoglobina corpuscular media entre clases de enfermedad para machos (ANOVA, Fg 421 =
2.445 p=0.013) y hembras (ANOVA, Fg 335 = 1.45, p= 0.175; figura 7.6).
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Figura 7.6 Promedio de concentracion de hemoglobina corpuscular media circulante por categorias de

enfermedad. A) Machos y B) Hembras de lobo marino de California.

49



Los eritrocitos circulantes variaron significativamente entre categorias de enfermedad
(ANOVA, Fg 770=14.99, p= <2x10%). Al analizar si este patron se mantenia entre machos
y hembras, se observo que si se mantuvo para machos (ANOVA, Fg 425 = 5.048 p= 5.24x10°
%) y hembras (ANOVA, Fg 336 = 10.22, p= 8.42x10™*3; figura 7.7), ya que para ambos sexos

los valores de eritrocitos variaron significativamente entre clases de enfermedad.
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Figura 7.7 Promedio de eritrocitos circulantes por categorias de enfermedad. A) Machos y B) Hembras de

lobo marino de California.
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Los leucocitos totales circulantes variaron significativamente entre categorias de
enfermedad (ANOVA, Fg 770 =12.41, p= <2x10™°). Al analizar si este patrén se mantenia
entre machos y hembras, se observé que solamente los valores de leucocitos de los machos
variaron significativamente (ANOVA, Fg 5 = 7.353 p= 3.56x10%), mientras que los
leucocitos de las hembras no variaron entre clases de enfermedad (ANOVA, Fg 335 = 1.235,
p=0.277; Figura 7.8)
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Hembras de lobo marino de California.
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Los monocitos circulantes variaron significativamente entre categorias de enfermedad

(ANOVA, ng 655 — 4361, p

fa entre

ten

on seé man

7

3.82x10™). Al analizar si este patr

machos y hembras, se observo que los valores de monocitos de los machos no variaron

significativamente (ANOVA, Fg 355 = 1.935 p

0.053), y tampoco los valores de monocitos

1.551, p= 0.139;

de las hembras variaron entre clases de enfermedad (ANOVA, Fg 291 =

Figura 7.9)
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Figura 7.9 Promedio de monocitos circulantes por categorias de enfermedad. A) Machos y B) Hembras de

lobo marino de California

52



Los eosinofilos circulantes variaron significativamente entre categorias de enfermedad
(ANOVA, Fg 565 = 15.62, p= <2x10™°). Al analizar si este patrén se mantenia entre machos
y hembras, se observd que los valores de eosindfilos de los machos (ANOVA, Fg 257 =
7.475 p= 4.66x10%) y las hembras (ANOVA, Fg 7> = 6.863, p= 3.2x10%; Figura 7.10)

variaron significativamente entre clases de enfermedad.
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Figura 7.10 Promedio de eosinofilos circulantes por categorias de enfermedad. A) Machos y B) Hembras de

lobo marino de California
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Los linfocitos circulantes variaron significativamente entre categorias de enfermedad
(ANOVA, Fg 756 =5.929, p= 2.19x107"). Al analizar si este patrén se mantenia entre

machos y hembras, se observé que los valores de linfocitos de los machos (ANOVA, Fg 417

0.000; Figura 7.11) variaron

0.000) y las hembras (ANOVA, Fg 330 = 3.69, p
significativamente entre clases de enfermedad.
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Figura 7.11 Promedio de linfocitos circulantes por categorias de enfermedad. A) Machos y B) Hembras de

lobo marino de California
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Los neutrofilos segmentados circulantes variaron significativamente entre categorias de
enfermedad (ANOVA, Fg 761 = 5.625, p= <2x10*%). Al analizar si este patron se mantenia
entre machos y hembras, se observo que solamente los valores de neutréfilos segmentados
de los machos variaron significativamente (ANOVA, Fg, 410 = 8.64 p= 6.26x10™*"), mientras
que los neutréfilos segmentados de las hembras no variaron entre clases de enfermedad
(ANOVA, Fg 333 = 1.098, p=0.364; Figura 7.12).
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Figura 7.12 Promedio de neutréfilos segmentados circulantes por categorias de enfermedad. A) Machos y B)

Hembras de lobo marino de California
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Los neutrofilos en banda circulantes variaron significativamente entre categorias de
enfermedad (ANOVA, Fg 515 = 15.79, p= <2x10*%). Al analizar si este patron se mantenia
entre machos y hembras, se observé que los valores de neutréfilos en banda de los machos
(ANOVA, Fg 303= 4.259 p= 7.25x10%) y de las hembras (ANOVA, Fg 23 = 9.128 p=

1.06x10°; Figura 7.13) si variaron significativamente entre clases de enfermedad.
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Figura 7.13 Promedio de neutrofilos en banda circulantes por categorias de enfermedad. A) Machos y B)

Hembras de lobo marino de California
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7.2 Efecto de la heterocigocidad general y la heterocigocidad puntual

sobre los parametros sanguineos

Al analizar cada causa de varamiento con modelos multivariados, se vio que para
leptospirosis los valores de neutrofilos segmentados, concentracion de hemoglobina
corpuscular media y leucocitos variaban significativamente entre sexos. La interaccion
entre heterocigocidad multilocus (IR), edad y sexo también explican significativamente los
valores de CHCM (cuadro 7.1).

Cuadro 7.1 Modelo generalizado linear para parametros sanguineos en animales varados por
leptospirosis.  EI  modelo que se corri6 fue, para cada parametro  sanguineo,
(PARAMETRO~Heterocigocidad.Hg4.2*IR*Sexo*Edad, data=leptospirosis). El cuadro muestra el
consensado de variables que fueron significativas para cada pardmetro sanguineo. En negritas se muestran los

valores de p que mantuvieron su significancia después de una prueba de Hochberg.

Variable = €] p
Plaquetas Heterocigocidad Hg4.2 4.270 212 0.040
IR 4.091 212 0.044
Hemoglobina Heterocigocidad Hg4.2 : IR :Sexo 5.055 216 0.025
VCM Edad 6.422 215 0.012
CHCM Edad 7.208 214 0.007
Sexo 8.030 214 0.005
Edad : Sexo 6.215 214 0.013
IR : Edad : Sexo 8.205 214 0.004
Leucocitos Sexo 15.870 216 9.48x10°
Heterocigocidad Hg4.2 : IR : Sexo 5.354 216 0.021
Monocitos Sexo 5.248 181 0.023
Neutrofilos Sexo 15.316 215 0.000
segmentados Heterocigocidad Hg 4.2 : Edad 4.045 215 0.045
Neutrofilos a0 Sexo 4.767 168 0.030

banda
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Los animales que vararon a causa de intoxicacion por acido domoéico mostraron que el
factor mas importante para explicar la variacion de algunos pardmetros sanguineos fue la
edad. La hemoglobina corpuscular media de los animales con esta condicion clinica
dependid de la interaccion entre la edad y el sexo de los lobos marinos, su heterocigocidad
en el microsatélite Hg 4.2, su heterocigocidad multilocus (IR) y su edad de manera

independiente (cuadro?.2).

Cuadro 7.2 Modelo generalizado linear para parametros sanguineos en animales varados por acido
domadico. El modelo  que se  corrid  fue, para  cada  pardmetro  sanguineo,
(PARAMETRO~Heterocigocidad.Hg4.2*IR*Sexo*Edad, data=acido domdico). El cuadro muestra el
consensado de variables que fueron significativas para cada pardmetro sanguineo. En negritas se muestran los

valores de p que mantuvieron su significancia después de una prueba de Hochberg.

Variable F €] p
Plaguetas Edad 5.652 227 0.018
Hematocrito Edad 37.419 232 4.389x10™°
Hemoglobina  JEEEL 41.183 232 8.583x10°
VCM Edad 40.486 231 1.167x10°
Edad : Sexo 6.967 231 0.008
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR : Edad 4.011 231 0.046
Edad 47.520 232 5.84x10™
Heterocigocidad Hg 4.2 : Edad 3.974 232 0.047
Edad : Sexo 6.864 232 0.009
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR : Edad 8.656 232 0.003
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR : Sexo 4.150 232 0.042
CHCM Edad 8.080 231 0.004
Eritrocitos Edad 19.988 232 1.256x10°
Eosinoéfilos Heterocigocidad Hg 4.2 : IR 7.026 214 0.008
Heterocigocidad Hg 4.2 : Edad : Sexo 4.908 214 0.027
Linfocitos Edad 10.495 231 0.001
Neutrofilos IR 4.060 232 0.045

segmentados
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En contraste, para los lobos marinos que vararon a consecuencia de infecciones parasitarias
gastrointestinales, la heterocigocidad en el microsatélite Hg 4.2 Unicamente explicaba las
variaciones en los valores de plaquetas. De igual manera, la interaccion entre la
heterocigocidad en Hg4.2 y la edad explicaban las variaciones en los parametros de

hemoglobina para esa condicion (cuadro 7.3).

Cuadro 7.3 Modelo generalizado linear para pardmetros sanguineos en animales varados por
parasitosis helmintica gastrointestinal EI modelo que se corrié fue, para cada parametro sanguineo,
(PARAMETRO~Heterocigocidad.Hg4.2*IR*Sexo*Edad, data=parasitosis helmintica gastrointestinal). El
cuadro muestra el consensado de variables que fueron significativas para cada pardmetro sanguineo. En

negritas se muestran los valores de p que mantuvieron su significancia después de una prueba de Hochberg.

Variable

Plaquetas Heterocigocidad Hg4.2 104.842

Hemoglobina Heterocigocidad Hg4.2 646.926 7 0.001
Edad 887.714 7 0.001
Sexo 22.6015 7 0.041
Eritrocitos Edad 20.6118 7 0.045
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Para carcinoma urogenital como causa de varamiento en los modelos lineales generalizados
se encontrd que los factores heterocigocidad multilocus junto con edad explican los valores
de hematocrito, eritrocitos y concentracion de hemoglobina corpuscular media.
Heterocigocidad en el microsatélite Hg4.2 resulto ser un factor significativo para

determinar los parametros de eosindéfilos (cuadro 7.4).

Cuadro 7.4 Modelo generalizado linear para pardmetros sanguineos en animales varados por
carcinoma urogenital. ElI modelo que se corri6 fue, para cada pardmetro sanguineo,
(PARAMETRO~Heterocigocidad.Hg4.2*IR*Sexo*Edad, data=carcinoma UG). El cuadro muestra el
consensado de variables que fueron significativas para cada parametro sanguineo. En negritas se muestran los

valores de p que mantuvieron su significancia después de una prueba de Hochberg.

Variables F €] p
Plaquetas Sexo 6.811 23 0.018
Hematocrito IR : Edad 10.127 24 0.005
IR : Sexo 5.043 24 0.038
Hemog|0bina IR : Edad 5.394 24 0.032
VCM Sexo 5.881 24 0.026
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR 7.128 24 0.016
HCM Heterocigocidad Hg 4.2 : IR 4.880 24 0.041
CHCM IR : Edad 12.207 24 0.002
Eritrocitos IR : Sexo 4.973 24 0.039
IR : Edad 10.906 24 0.004
|_eucocitos IR : Sexo 7.975 24 0.011
Monocitos Heterocigocidad Hg 4.2 : IR 4.930 18 0.046
Eosinofilos Heterocigocidad Hg 4.2 40.678 14 0.000
Neutrofilos IR : Sexo 5.725 24 0.028
segmentados
Neutrofilos en BIRBE=CED 5.376 17 0.040

banda
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En el cuadro 7.5 se puede observar que la heterocigocidad en el microsatélite Hg 4.2, la
edad y la heterocigocidad multilocus explican los valores de linfocitos por separado.
Encontramos que los linfocitos pueden ser explicados significativamente por los pardmetros

de heterocigocidad Hg4.2, multilocus, sexo y edad.

Cuadro 7.5 Modelo generalizado linear para parametros sanguineos en animales varados por infeccion
bacteriana severa. ElI modelo que se corri6 fue, para cada parametro sanguineo,
(PARAMETRO~Heterocigocidad.Hg4.2*IR*Sexo*Edad, data=infeccion bacteriana severa). El cuadro
muestra el consensado de variables que fueron significativas para cada parametro sanguineo. En negritas se
muestran los valores de p que mantuvieron su significancia después de una prueba de Hochberg.

Variables F €] p
HCM Edad 5.752 23 0.040
Leucocitos Heterocigocidad Hg 4.2 7.905 23 0.020
Linfocitos Heterocigocidad Hg4.2 28.060 22 0.000
Edad 17.815 22 0.002
IR 8.865 22 0.017
Heterocigocidad Hg4.2 : IR 28.115 22 0.000
Heterocigocidad Hg4.2 : Sexo 9.110 22 0.016
Edad : Sexo 7.365 22 0.026
Heterocigocidad Hg4.2 : IR : Sexo 18.971 22 0.002
Heterocigocidad Hg4.2 : IR : Edad 33.050 22 0.000
Heterocigocidad Hg4.2 : Edad : Sexo 10.084 22 0.013
IR : Edad : Sexo 9.232 22 0.016
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Para los animales varados por malnutricion solamente la edad influia sobre los parametros

sanguineos (cuadro 7.6).

Cuadro 7.6 Modelo generalizado linear para parametros sanguineos en animales varados por
malnutricion EI  modelo que se corri6 fue, para cada pardmetro  sanguineo,
(PARAMETRO~Heterocigocidad.Hg4.2*IR*Sexo*Edad, data=malnutricién). El cuadro muestra el
consensado de variables que fueron significativas para cada parametro sanguineo. En negritas se muestran los

valores de p que mantuvieron su significancia después de una prueba de Hochberg.

Variable F €] p
Plaquetas Edad 5.3920 84 0.023
Hematocrito J=eELl 12.167 85 0.000

IR : Sexo 4.472 85 0.038
Hemoglobina [QELEt 21.384 85 1.672x10°
VCM IR : Sexo 6.344 85 0.014
HCM Edad 9.065 85 0.003
Eritrocitos Edad 6.401 85 0.013

IR 4.495 85 0.037

Heterocigocidad Hg 4.2 : IR 4.165 85 0.045
L eucocitos Edad 22.179 85 1.219x10°

Edad : Sexo 5.274 85 0.024

Heterocigocidad Hg 4.2 : Edad : Sexo 5.693 85 0.019
Neutrofilos Edad 17.289 84 9.078x10°

Heterocigocidad Hg4.2 : Edad : Sexo 5.059 84 0.027

segmentados

Neumonia parasitaria-bacteriana como causa de varamiento encontrd que la edad era un
factor significativo para explicar los valores de hematocrito, hemoglobina, volumen
corpuscular medio y hemoglobina corpuscular media. También se encontré que el factor
heterocigocidad en el microsatélite Hg4.2 junto con sexo era importante para los valores de
eosindfilos. Heterocigocidad en Hg4.2 y heterocigocidad multilocus junto con el sexo

explican los valores de eosindfilos significativamente. También se encontrd que la
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heterocigocidad multilocus y la edad afectan significativamente los valores de linfocitos
(cuadro 7.7).

Cuadro 7.7 Modelo generalizado linear para parametros sanguineos en animales varados por
neumonia bacteriana-parasitaria. EI modelo que se corri6 fue, para cada parametro sanguineo,
(PARAMETRO~Heterocigocidad.Hg4.2*IR*Sexo*Edad, data=neumonia). El cuadro muestra el consensado
de variables que fueron significativas para cada parametro sanguineo. En negritas se muestran los valores de p

gue mantuvieron su significancia después de una prueba de Hochberg.

Variables F €] p
Hematocrito IR 5.294 55 0.026
Edad 14.595 55 0.000
Hemoglobina Edad 14.970 55 0.000
VCM Edad 28.833 53 4.163x10°
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR 4.483 53 0.040
HCM Edad 26.950 54 6.834x10°
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR 6.491 54 0.014
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR : Sexo 4.092 54 0.049
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR : Edad : Sexo 5.269 54 0.027
IR 4.346 54 0.043
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR 8.671 54 0.005
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR : Edad 5.532 54 0.023
L_eucocitos IR : Edad 10.523 55 0.002
Edad : Sexo 4117 55 0.049
Eosinéfilos Sexo 35.621 35 7.764x10%
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR 6.714 35 0.017
Heterocigocidad Hg 4.2 : Sexo 21.917 35 0.000
Heterocigocidad Hg 4.2 : Edad 5.806 35 0.025
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR : Sexo 14.529 35 0.001
NE il e =g IR : Edad : Sexo 6.113 41 0.020

banda

63



Para los lobos marinos varados que presentaron septicemia, ninguno de los factores que se
probaron en el modelo fueron significativos para explicar la variacion de los pardametros

sanguineos (cuadro 7.8).

Cuadro 7.8 Modelo generalizado linear para parametros sanguineos en animales varados por
septicemia  El modelo  que se  corrié  fue, para cada  pardmetro  sanguineo,
(PARAMETRO~Heterocigocidad.Hg4.2*IR*Sexo*Edad, data=septicemia). EI cuadro muestra el consensado
de variables que fueron significativas para cada parametro sanguineo. En negritas se muestran los valores de p

gue mantuvieron su significancia después de una prueba de Hochberg.

Variable = €] p

Plaquetas Sexo 11.714 16 0.018
IR : Edad 7.226 16 0.043
Edad : Sexo 12.943 16 0.015
Hemoglobina IR : Sexo 6.874 18 0.039
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En el caso de trauma como causa de varamiento, se encontrd que la heterocigocidad en el
microsatélite Hg 4.2 en interaccion con la heterocigocidad multilocus y la edad explicaron
significativamente los valores de hematocrito, hemoglobina y eritrocitos. Para los valores
de volumen corpuscular medio y hemoglobina corpuscular media unicamente la edad fue
relevante. Por dltimo, la edad en interaccion con el sexo explicaron los valores de

leucocitos (cuadro 7.9).

Cuadro 7.9 Modelo generalizado linear para parametros sanguineos en animales varados por trauma

El modelo que se corrié fue, para cada pardmetro sanguineo,
(PARAMETRO~Heterocigocidad.Hg4.2*IR*Sexo*Edad, data=trauma). El cuadro muestra el consensado de
variables que fueron significativas para cada parametro sanguineo. En negritas se muestran los valores de p

gue mantuvieron su significancia después de una prueba de Hochberg.
Variable F €] p

Hematocrito Edad 5.068 109 0.026
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR : Edad 12.166 109 0.000
Hemoglobina Heterocigocidad Hg 4.2 : Edad : Sexo 4.349 109 0.039
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR : Edad 11.977 109 0.000
VCM Edad 19.113 109 3.179x10°

HCM Edad 13.911 109 0.000

Eritrocitos Heterocigocidad Hg 4.2 : IR : Edad 12.982 109 0.000
Heterocigocidad Hg 4.2 : Edad : Sexo 4.020 109 0.047
Leucocitos Edad : Sexo 10.754 109 0.001

Monocitos IR : Edad 7.425 92 0.007
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR : Sexo 5.140 92 0.026
Eosinofilos Sexo : Edad : IR 4.562 77 0.036

Neutrofilos Heterocigocidad Hg 4.2 : Edad 5.059 108 0.027

segmentados

Neutrofilos en BIa 4.946 81 0.029
Heterocigocidad Hg 4.2 : Edad 4.124 81 0.046
Heterocigocidad Hg 4.2 : IR : Edad 4,501 81 0.037

banda
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8. Discusion

De acuerdo con los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis, se observéd que
la mayoria de los parametros sanguineos variaron de acuerdo a la causa de varamiento.
Solo dos de los pardmetros sanguineos que se midieron (plaquetas y concentracion de
hemoglobina corpuscular media) no fueron explicados por la causa de varamiento. Esto
puede deberse a que las plaquetas no estan relacionadas directamente con respuestas
inmunes ni procesos patologicos derivados de la mayoria de las causas de varamiento, en
cambio los demdas pardmetros sanguineos participan en la respuesta inmune contra los
agentes etiologicos de la mayoria de las causas de varamiento, como leptospirosis, acido
domoico, infeccién bacteriana, neumonia bacteriana y septicemia. En estas condiciones de
salud, la hemoglobina, eosindfilos, neutrofilos, monocitos, eritrocitos, linfocitos y el
hematocrito son indicadores de infecciones, inflamacion, parasitos, bacterias, neumonias y
enfermedades cronicas inflamatorias (Bossart et al, 2001 y Kerr MG, 2002). Los valores
altos de eosindfilos suelen relacionarse con infecciones parasitarias y reacciones alérgicas,
heridas, presencia de células cancerigenas y algunas veces también con el embarazo ya que
en la placenta se encuentran muchos eosinofilos (Kerr MG, 2002). Los monocitos son las
células méas grandes de los glébulos blancos y su funcion es la de fagocitar, cuando existe
una gran concentracion de estas células puede ser indicador de enfermedades cronicas o
condiciones inflamatorias cronicas (Kerr MG, 2002) como lo podria ser la infeccion por

neumonia, leptospirosis, cancer y parasitos (Colegrove et al, 2009).

Los valores circulantes de eritrocitos mostraron la mayor variacién para los animales
subadultos. Esto probablemente se deba a que durante esta etapa de su vida varan por varias
causas, y muchas de ellas cursan con pérdida de sangre, como ocurre en los casos de trauma
y la leptospirosis. En contraste, fueron las crias donde la hemoglobina tuvo valores mas
bajos, posiblemente porque una de las principales causas de varamiento para este grupo de
edad fue la malnutricion, que cursa cominmente con anemia. Los valores de VCM también
fueron menores en las crias que en los animales afieros, subadultos y adultos, esto es

normal y refleja la etapa de desarrollo (Kerr MG, 2002).
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En el caso de eosindfilos, las crias presentaron valores que no variaron significativamente
durante los seis afios de muestras que se incluyeron en la tesis. Se ve una tendencia a una
mayor dispersion de los datos para las crias de 2005, afio en el cual varios presentaron
valores de eosindfilos que excedian el promedio general. Este afio fueron comunes los
casos de neumonia parasitaria en las crias varadas, condicion que se espera cursa con
eosinofilia (Virella, 1998). Este fendmeno es el que pudiera explicar los valores altos de
eosindfilos observados para afieros y adultos donde las causas de varamiento comunes

pueden cursar con eosinofilia.

La diferencia en los valores promedio de leucocitos, neutrofilos en banda y neutréfilos
segmentados entre machos subadultos y hembras de lobo marino de California podria ser
explicada por que al entrar en edad reproductiva e invertir en caracteres sexuales
secundarios, es mas probable que desvien recursos energéticos hacia éstos y no hacia
pardmetros inmunes, resultado en una mayor probabilidad de infecciones, evidenciadas
aqui como leucocitosis y neutrofilia. (Gerber et al, 1977; Shaya et al, 1981; Suzuki y
Tomasi, 1979). De manera general, los machos presentaron una mayor concentracion de
leucocitos, neutrdfilos en banda, neutrofilos segmentados y monocitos pero, mientras que
las hembras tuvieron una concentracion de eosinéfilos y linfocitos considerablemente

mayor a la de los machos.

Las causas de varamiento fluctuaron por afio, esto es por que en cada afio ocurren patrones
climaticos diferentes, como los “afios Nifio”, en donde las condiciones de temperatura del
agua son significativamente mayores (Wang et al, 1999) y suelen ocurrir mas
frecuentemente florecimientos de diatomeas (Anderson et al, 1998), como la responsable
de los brotes de acido domoico que causan mortalidades en mamiferos marinos (Bates,
2000; Gulland, 2000; Torres de la Riva et al, 2009). Cuando se grafican las causas de
varamiento por afio es importante mencionar que de 1994 a 1999 se contd con
comparativamente poca informacion en comparacion de los afios 2000 a 2005. Para los

afios del 2000 a 2005 se registraron brotes deintoxicacién por acido domdico muy intensos
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y frecuentes, que pudieron ser causados por los florecimientos de Pseudonitzschia australis

en afnos de condiciones ambientales atipicas (NOAA, 2013).

Parece ser que para los animales que vararon a causa de leptospirosis el factor que mas
influye sobre los valores circulantes de neutrofilos segmentados, leucocitos y la
concentracion de hemoglobina corpuscular media fue el sexo. Factor que influye en la
inmunidad innata y adaptativa, ya que la respuesta que tienen las hembras y machos a
infecciones virales, parasitarias y bacterianas difieren (Pennell et al, 2012). Se conoce que
el embarazo es una etapa en la que las respuestas inmunes a infecciones y enfermedades
inflamatorias reaccionan de diferente manera por la produccion de estrégeno (Kovats,
2012) y que también estan propensas a presentar peores resultados en infecciones virales en
donde la patogénesis esté relacionada con reacciones inmunes-inflamatorias ya que la
produccién de interleucinas disminuye (Torcia et al, 2012). Aun sin la influencia de
hormonas sexuales se ha visto que las respuestas a estresores son diferentes en machos y
hembras ya que la expresion genética es diferente (Penaloza et al, 2009). De igual manera
se conoce que en humanos la segregacion prolongada de productos inflamatorios y
regulatorios de la respuesta inmune pueden causar reacciones inmunitarias exageradas que
desemboquen en el desarrollo de enfermedades autoinmunes (Ramsey et al, 2012).

Por ejemplo, los machos tienen valores de neutréfilos segmentados y leucocitos mas altos
que los de las hembras lo que se podria deber a que los machos sufren muchos traumas
durante las peleas por territorio, permitiendo asi la entrada a diversos patdgenos. Ademas
de que las hormonas sexuales como la testosterona incrementan la produccion de
interleucinas que inhiben la produccion de linfocitos T y macréfagos (Torcia et al, 2012).
En contraste, los valores de concentracion de hemoglobina corpuscular media (HCM)
fueron explicados por las interacciones entre heterocigocidad multilocus (IR), edad y sexo,
al igual que el sexo como factor Unico. Esto podria explicarse por que las causas de
varamiento ocurren de manera un tanto preferencial entre sexos y edades, y en estas, la
ventaja de la heterocigocidad multilocus parece determinar los valores de HCM. Esto es
interesante ya que no se habia reportado una ventaja de heterosis sobre dicho parametro

bioldgico en poblaciones silvestres. Sin embargo, existen reportes de heterosis (alelo VHL)
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sobre la hemoglobina en humanos en donde les confiere un grado de proteccion contra
desarrollar anemia, ya que cuando ocurre una demanda en la eritropoyesis los heterocigotos

son capaces de completar la cascada de coagulacion (Miasnikova et al, 2011).

En el caso de los animales que vararon debido a septicemia ningln factor explicé la
variacion en los valores sanguineos. Esto podria ser explicado porque cuando hay sepsis las
respuestas inmunes no estan balanceadas y ocurre apoptosis de las células inmunes e
hiperinflamacion, lo que descontrola al sistema inmune (Anas et al, 2010), potencialmente

eliminando cualquier relacion posible con la heterocigocidad.

Las inmunodeficiencias estan genéticamente relacionadas y el hecho de ser endogamico
puede aumentar las posibilidades de que estas ocurran (Hartl y Clark, 1989). Sin embargo,
también pueden ocurrir inmunodeficiencias causadas por condiciones externas como
infecciones virales, estresores, desnutricidn, neoplasias e infecciones parasitarias (King et
al, 2001). En este trabajo se encontraron evidencias de animales con altos niveles de
pérdida de heterocigocidad, que reflejan valores putativos de endogamia alta. Es posible
que en estos animales, los pardmetros sanguineos encontrados reflejaran una inhabilidad de
lidiar con la infeccién o condicion clinica presente, pero debido a que reciben tratamiento
médico, no sea posible determinar de manera significativa esta relacién general. Los lobos
marinos de California que fueron varados y rehablitados en el Marine Mammal Center tiene
niveles de endogamia y se vio que para algunas enfermedades este es un factor
determinante del grado de infeccién (Acevedo-Whiteouse et al, 2006) o el tiempo de
rehabilitacién (Acevedo-Whitehouse et al, 2003). En este trabajo se encontrd que el ser
endogamico esté relacionado significativamente con los valores de linfocitos, hematocrito y
concentracion de hemoglobina corpuscular media para las condiciones de infeccion
bacteriana severa, carcinoma urogenital, neumonia y trauma pero no para las demas
condiciones. Ademas el hecho de ser homocigoto en el microsatélite Hg4.2 explico
significativamente la variacién en los valores de linfocitos, eosinéfilos, hemoglobina, y
plaquetas para las condiciones clinicas de infeccion bacteriana severa, carcinoma urogenital

y parasitosis helmintica. Estos resultados nos reflejan la importancia que tiene la
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endogamia en poblaciones silvestres en término de su resistencia a condiciones de
enfermedad (ver ejemplos en Valsecchi et al, 2004; Lyons et al, 2009; Rijks et al, 2008;
McDougall-Shackleton et al, 2005 y Cassinello et al, 2001), y resalta que la heterosis
puntual en un microsatélite presumiblemente ligado a un gen de relevancia funcional para
los parametros medidos, puede influir también sobre el comportamiento de estos (Acevedo-
Whitehouse et al, 2005 y 2006; Smith et al, 2012).

Acevedo-Whitehouse y colaboradores (2003) propusieron que el ser endogamico alarga el
tiempo de rehabilitacion y que en los animales que varan por infeccion helmintica la
heterocigocidad parece ser un factor importante para determinar la intensidad de la
condicidn clinica. En el estudio realizado con crias de lobo marino de California (Acevedo-
Whitehouse et al, 2006) y crias de lobo marino de Nueva Zelanda (Acevedo-Whitehouse et
al, 2009) se mostrd que el hecho de ser homocigoto o no para el microsatelite Hg4.2 y el
microsatelite ZcCgDh3.6 respectivamente, hacia que las crias tuvieran una predisposicion a
anemia y trombocitopenia, sugiriendo una potencial liga con un gen relacionado con la
trombopoiesis 0 coagulacion. Los resultados obtenidos en la presente tesis mostré que para
los lobos marinos que vararon a causa de infeccién por parasitos la heterocigocidad en el
microsatelite Hg4.2 fué un factor determinante para los valores de plaquetas, lo que
concuerda con lo estudios mencionados anteriormente. Es posible que el microsatélite
Hg4.2 pudiera estar asociado con un gen que esté involucrado en la accion que tiene la
trombina para la activacion de las plaquetas. Sin embargo, haber encontrado una asociacion
semejante con respecto a otros parametros sanguineos sugiere que el gen al cual esté
asociado el microsatélite pudiera tener una funcion mas amplia, 0 que estos parametros

covarian debido al tipo de condicidn clinica en los que se observo la relacion.
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9. Conclusiones

Este trabajo aporta informacion que apoya las teorias planteadas sobre la desventaja
de una menor diversidad genética sobre la eficacia biologica.

La endogamia o el nivel de heterocigocidad multilocus influyen sobre los
parametros sanguineos pero de una manera que depende de la enfermedad que
afecta al animal.

El sexo es significativo para explicar algunos parametros sanguineos de acuerdo a la
condicion clinica, esto podria estar implicado por la diferencia hormonal como se ha
Visto en previos estudios.

El haber encontrado una relacion entre heterocigocidad en el microsatélite Hg4.2 y
los valores de plaquetas y hemoglobina implica que el microsatélite podria estar
ligado a una region genética funcional relevante a la trombopoiesis o coagulacion.
El conocimiento sobre las enfermedades a las que estan sometidos los mamiferos
marinos y su relacion con la variabilidad genética individual es importante de tomar
en cuenta para poder generar nuevas estrategias de conservacion y manejo de

animales que estan en rehabilitacion.
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11.Anexo |

En la figura 1 se observa que los valores de eritrocito para A) crias no tiene una variacion significativa y que para ¢) subadultos se

obtienen valores irregulares para los afios 1998, 2000, 2001,2002,2004 y 2005 en donde varios se salen de los parametros regulares.

A)

Eritrocitos

C)

Eritrocitos

o
a -
D — 1
o — 1
o
s 4
= =
=] RS —
= i?‘ : :
1 1
. — i
8 |
o — R E—
2 T T T T T T
o 2000 2001 2002 2003 2004 2005
Afio de varamiento
w
‘:_F’ o o
3 °
w [u]
= o e
N 1 1 ! 1
. _ e P
g Sy | ] e Ly
N S
a o . e
w 2 o
o
% n a a a
™ T T T T T T T T T T T T
1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005

Afio de varamiento

B

Eritrocitos

A=

Eritrocitos

3e+06 Se+06

1e+06

3e+06 Se+0f Te+dE Ge+lf

- T I 1T
— —_ 7 E L1t ;
— R 1 : _:_ R 1
1 | 1
R 1 R
o = °
o
R —

T T T T T T T T T T
1994 1996 1997 1998 2000 2001 2002 2003 2004 2004
Afio de varamiento

o
o
e e —
=5 _F55555
— = i : . .
- - i i "
o
T T T T T T T T T T T
1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005

Afio de varamiento

Figura 1. Variacion temporal en el promedio de Eritrocitos registrado para A) Crias, B) Afieros, C) Subadultos y D) Adultos en lobo marino de California
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Para la variacion temporal de hemoglobina (Figura 2) en A) crias se obtienen valores fuera del promedio para el afio 2002 y no se
obtienen datos para los afios de 1994 a 1999, los valores para B) crias, C) subadultos y D) adultos se mantiene dentro del promedio
menos para los datos de subadultos que son en donde se encuentra mayor variacion
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Figura 2. Varacién temporal en el promedio de Hemoglobina registrado para A) Crias, B) Afieros, C) Subadultos y D) Adultos en lobo marino de California.
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La variacion temporal de hematocrito (Figura 3) es muy similar a la variacion de hemoglobina lo que podria ser causado por la misma

razon.
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Figura 3. Variacion temporal en el promedio de Hematocrito registrado para A) Crias, B) Afieros, C) Subadultos y D) Adultos de lobo marino de California.
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Las crias obtuvieron los valores mas bajos de VCM (figura 4), para B) afieros se mantienen en el promedio menos uno para el afio

2005 que obtiene los valores mas altos. Para C) los subadultos los valores de VCM no hay individuos que se salgan del rango y para

D) adultos para el afio 1997 se obtiene un rango de error mas amplio.
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Para los valores de HCM (figura 5) no existe varacion significativa entre cada rango de edad de lobo marino de California a excepcion

de un rango alto para B) afieros en el afio del 2005 y para C) subadultos en el afio 2001.
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lobo marino de California.
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Para el parametro sanguineo de concentracion de hemoglobina corpuscular medica (figura 6) se observa en B) afieros una muestra que

tiene niveles altos de CHCM en comparacion al resto de las muestras.
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D) Adultos de lobo marino de California.
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Los valores de plaquetas obtenidos para crias en 2000 y 2004 son solo de un individuo, para afieros los parametros durante los

diferentes afios se observan masomenos dentro del mismo rango a excepecion de los afios 2001 y 2003 que se salen un poco. Para

subadultos los valores no se encuentran dentro de los mismos parametros para los afios 1995, 1999 y 2000 en donde los valores son

altisimos (Figura 7).
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La figura 8 muestra la variacion temporal de leucocitos en las diferentes etapas de desarrollo del lobo marino de California y lo que se

observa es que en varios afios los rangos de leucocitos se disparan al resto del promedio, que podrian ser explicados por las diferentes

enfermedades a las que se encuentran expuestos.
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Los valores de neutrofilos segmentados para crias son muy similares para los seis afios a excepcion del 2002 y 2003 en donde se
disparan, para la categoria de afiero se obtuvieron los valores mas altos de neutréfilos segmentados y para los adultos se obtuvieron

valores bajos en comparacion con los afieros y subadultos(figura 9).
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Figura 9. Variacion temporal en el promedio de Neutrofilos Segmentados registrados para A) Crias, B) Afieros, C) Subadultos y D) Adultos en lobo marino de
California.

En la figura 10 para afieros se obtuvo el promedio mas bajo de neutrofilos en banda y hubo dos eventos para el afio 2003 y 2005 que
dispararon los valores de NB, la variacion mas significativa se obtuvo para los subadultos del 2000 al 2005 y para el caso de los
adultos en el 2000 y 2001 se dispararon los valores para dos lobos marinos de California.
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Figura 10 Variacion temporal en el promedio de Neutrofilos en Banda registrados para A) Crias, B) Afieros, C) Subadultos y D) Adultos en lobo marino de
California.

104



Los valores de linfocitos (Figura 11) en crias se obtuvieron los valores mas bajos y en el caso del afio 1994 para los afieros no se

obtuvieron valores promedio, si no que el rango de variacion es muy alto. En el caso de subadultos en el afio 2000 se dispararon dos

valores de linfocitos y lo mismo ocurrio para el mismo afio con adultos, siendo este el valor mas alto de todas las edades.
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Figura 11. Variacién temporal en el promedio de Linfocitos registrado para A) Crias, B) Afiero, C) Subadulto y D) Adulto en lobo marino de California.
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Los valores de eosindfilos (figura 12) para crias en el afio 2005 hay cuatro valores que se dispararon, para afieros se mantienen

masomenos en el rango de variacion. Para los subadultos se observa que es una distribucion uniforme menos para el afio 2005 en

donde se obtuvo un valor de 2900, de igual manera para la categoria de los adultos los valores se mantienen dentro de los 2000 con

excepciones en donde se disparan los valores hasta los 4000.
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En la figura 13 se obtuvieron valores dentro del mismo rango de distribucion para todas las categorias de edades, pero para crias en el

afio 2005 se obtuvieron dos valores que estan fuera del rango de distribucién y para afieros fue para el afio 2000 en donde se observa el

valor més alto. Para subadultos y adultos después del 1999 es en donde se encuentra la distribucion mas dispareja.
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Figura 13. Variacion temporal en el promedio de Monocitos registrado para A) Crias, B) Afiero, C) Subadulto y D) Adulto en lobo marino de California.

El promedio de los valores de eritrocitos durante los afios de 1994 a 2005 se encuentran en un rango de 6x10% con excepciones para
los afios de 2003 y 2005 en donde hay valores mas altos al 8x10% y valores debajo de 3x10% para los afios de 1994, 1998, 2000, 2001,

2002 y 2005 (Figura 14).
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Figura 14. Promedio de eritrocitos durante los afios de varamiento 1994-2005 para todas las edades de lobo marino de California
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Los valores de hemoglobina mas frecuentes y bajos fueron para el afio de 1994 y durante los afios de 1995 a 2005 se observa una

distribucion uniforme a excepcién para el afio 2003 en donde se disparan los valores para un individuo (Figura 15).
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De igual manera se obtienen resultados similiares a los de hemoglobina para el afio de 1994 en valores de hematocrito ya que los

valores se encuentran dentro de un rango mas amplio. La distribucién es mas o menos uniforme para los afios 1995 a 2005 menos para

el afio de 1999 en donde la variacion es minima. Para los afios del 2000,2003 y 2004 se observan valores mas altos de los que

normalmente fueron registrados (Figura 16).
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Figura 16. Promedio de Hematocrito durante los afios de varamiento 1994-2005 de lobo marino de California
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Los valores de volumen corpuscular medio tienen una distribucion similar durante todos los afios de muestreo menos para los afios
1997 y 2005 en donde hay individuos que presentan valores muy altos y en el 2004 hay un individuo que presenta valores muy bajos
(Figura 17).
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Figura 17 Promedio de volumen corpuscular medio durante los afios de varamiento 1994-2005 de lobo marino de California
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En la figura 18 se observa una distribucion uniforme de los valores de HCM con pequefias variaciones en los afios de 1994, 2000, 2002

y 2005. Para el afio del 2001 es en donde se encuentra la mayor diferencia de valor de hemoglobina corpuscular media.
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Figura 18 Promedio de hemoglobina corpuscular media durante los afios de varamiento 1994-2005 de lobo marino de California
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Los valores de concentracion de hemoglobina corpuscular media se encuentran dentro del mismo rango de concentracion menos para

el afio del 2002 en donde el valor de CHCM incrementa cinco veces (figura 19).
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Figura 19. Promedio de concentracion de hemoglobina corpuscular media durante los afios de varamiento 1994-2005 de lobo marino de California
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La distribucion del promedio de plaquetas durante los afios 1994 a 1999 no es uniforme pero, del 2000 al 2005 se observa una
distribucion muy variada pero uniforme (figura 20)
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En la figura 21 se observa una distribucion variada de los valores de leucocitos , a partir del afio 2000 al 2005 se obtuvieron valores
arriba de los 6000.
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Figura 21 Promedio de leucocitos durante los afios de varamiento 1994-2005 de lobo marino de California
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Para los neutrofilos segmentados la distrubucion promedio es de los 272 hasta 20,000, los afios de 2000, 2002, 2004 y 2005 tienen
valores més altos que los promedio (figura 22).
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Figura 22. Promedio de neutréfilos segmentados durante los afios de varamiento 1994-2005 de lobo marino de California
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En la figura 23 se observan los valores de neutrofilos en banda con un promedio de los 1000 a los 4000 pero, para los afios del 2000 a

2005 hay unos valores que llegan a los 11 000 siendo el afio 2000 y 2001 los afios con los valores mas altos.
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El promedio de eosindfilos durante todos los afios de muestreo se comporta en un rango no mayor a los 5 000 con excepecién de un

dato para el afio 2005 en donde los valores se disparan (figura 24)
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Figura 24. Promedio de eosindfilos durante los afios de varamiento 1994-2005 de lobo marino de California
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Los valores de linfocitos (figura 25) para los afios 1994, 1995 y 1996 no varian tanto entre afios, para los afios de 1997,1998 y 1999 se

observa un incremento en los rangos de los valores y para los afios del 2001 2002, 2003 y 2004 también se observa un comportamiento

mas 0 menos estable. Para los afios del 2000 y 2005 se muestran valores de linfocitos parecidos. En 1994 y 2000 se obtuvieron los

valores mas altos de linfocitos.
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Los valores de monocitos durante 1994 a 1999 no presentan una distribucion estable y, durante los siguientes afios que son del 2000 al

2005 parece ser que los valores son mas semejantes. En el 2001 se obtuvo el valor mas alto de monocitos y de 1996, 2000, 2001, 2002,

2003, 2004 y 2005 se obtuvieron valores por arriba del promedio (figura 26).
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Los valores promedio de eritrocitos para hembras y machos de diferentes edades se muestra con muy poca variacion, a excepcion de
los afieros que presentaron valores muy bajos afuera del promedio. Las hembras adultas mostraron los valores mas altos de eritocitos
(figura 27).
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Los valores de hemoglobina para hembras y machos crias y afieros son similares, con pequefias variantes de hembras y machos afieros

que muestran los valores mas bajos de todas las edades. Las hembras y machos subadultos y adultos muestran valores similares a

excepcion de las hembras adultas qye obtuvieron los valores mas altos y también en promedio tienen concentracion de hemoglobina

ligerame

30
I

Hemoglobina
15 20
l

10

nte mayor (figura 28).

D00

[s)

(oI e R e w's v o]

O QG

Figura 28

T T T
Hembra.0 Macho.0 Hembra.1

. Promedio de hemoglobina de machos y hembras de lobo marino de California de acuerdo a su edad 0) Cria, 1) Afiero, 2) Subadulto y 3) Adulto

T T
Macho 1 Hembra.2

Sexo y Edad

T
Macho.2

T
Hembra.3

T
Macho.3

125



El promedio de hematocrito para crias y afieros es muy semejante, en subadultos es un poco mayor el valor y en adultos hembras es
mayor que en machos adultos. En general parece ser que en las etapas de cria y adulto las hembras tienen mayores valores de

hematocrito que los machos (Figura 29).
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Figura 29. Promedio de hematocrito de machos y hembras de lobo marino de California de acuerdo a su edad 0) Cria, 1) Afiero, 2) Subadulto y 3) Adulto
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Parece ser que los valores de volumen corpuscular medio va aumentando durante las etapas del desarrollo del lobo marino de
California y, que para las etapas de subadulto y adulto las hembras tiene ligeramente valores mas altos que los de los machos. Los

valores mas altos de VCM se encontraron en un macho afiero y una hembra adulta (figura 30).
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Figura 30 Promedio de volumen corpuscular medio de machos y hembras de lobo marino de California de acuerdo a su edad 0) Cria, 1) Afiero, 2) Subadulto y 3)
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En la figura 3.4 se muestran los valores de hembras y machos crias que tienen un promedio de HCM parecido pero hay una hembra
que obtuvo niveles muy bajos de este parametro. Las hembras subadultas y adultas paracen tener valores mas altos de HCM que

machos. El valor mas alto de HCM fue para un macho afiero (Figura 31).
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Figura 31. Promedio de hemoglobina corpuscular media de machos y hembras de lobo marino de California de acuerdo a su edad 0) Cria, 1) Afiero, 2) Subadulto
y 3) Adulto
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Los valores de concentracion de hemoglobina corpuscular media son muy uniformes entre machos, hembras y edades. EI unico valor

que obtiene los valores con diferencia de cinco veces en para una hembra afera (figura 32).
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Figura 32. Promedio de concentracion de hemoglobina corpuscular media de machos y hembras de lobo marino de California de acuerdo a su edad 0) Cria, 1)
Afiero, 2) Subadulto y 3) Adulto
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Las plaquetas de crias hembras muestran valores superiores a los de los machos crias. Sin embargo para los afieros, subadultos y
adultos hembra tienen valores menores a los de los machos. Los valores mas altos de plaquetas los obtuvieron los machos subadultos y

las hembras afieras (figura 33).
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Figura 33. Promedio de plaquetas de machos y hembras de lobo marino de California de acuerdo a su edad 0) Cria, 1) Afiero, 2) Subadulto y 3) Adulto
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El promedio de leucocitos para afieros, subadultos y adultos es mayor para machos que para hembras, las hembras crias tienen valores
mayores a los de los machos crias. Los valores mas altos de leucocitos fueron los de los machos subadultos (figura 34)
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Figura 34 Promedio de leucocitos de machos y hembras de lobo marino de California de acuerdo a su edad 0) Cria, 1) Afiero, 2) Subadulto y 3) Adulto
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Los valores de neutrofilos segmentados para hembras crias son mas altos que los de los machos, en cambio para afieros, subadultos y
adultos los valores mas altos los tienen los machos. El valor mas alto de NS lo obtuvo un macho subadulto (figura 35).
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Figura 35. Promedio de neutrofilos segmentados de machos y hembras de lobo marino de California de acuerdo a su edad 0) Cria, 1) Afiero, 2) Subadulto y 3)
Adulto
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El promedio de neutrofilos en banda tiene una distribucion parecida para todas las edades y para ambos sexos, con excepcion de las
hembras adultas que tiene los valores mas bajos de todos y, a los machos subadultos que tienen los parametros mas altos y son los que
mas varian dentro del grupo (figura 36).
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Figura 36. Promedio de neutrofilos en banda de machos y hembras de lobo marino de California de acuerdo a su edad 0) Cria, 1) Afiero, 2) Subadulto y 3)

Adulto

Se obuvieron parametros similares para machos y hembras de las cuatro clasificiaciones de edades. Las hembras crias, afieras y

subadultas tienden a tener valores mas altos que los machos, menos para el caso de las hembras adultas que tienen valores mas bajos

en comparacion de los machos adultos. Los valores mas altos los obtuvieron machos afieros y subadultos y, una hembra adulta (figura

37).
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Figura 37. Promedio de linfocitos de machos y hembras de lobo marino de California de acuerdo a su edad 0) Cria, 1) Afiero, 2) Subadulto y 3) Adulto

Los valores de eosinofilos parecen ser regulares durante las edades de cria, afiero y subadulto en hembras y machos. Las hembras

adultas parecen tener un promedio mas alto de eosinofilos que los demas. El valor mas alto fue para un macho subadulto (figura 38).
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Figura 38. Promedio de eosinéfilos de machos y hembras de lobo marino de California de acuerdo a su edad 0) Cria, 1) Afiero, 2) Subadulto y 3) Adulto

Los machos crias y afieros tienen mayores valores de monocitos y tienen una distribucion mas amplia. Los machos afieros y subadultos
tienen los valores mas altos de monocitos. Los valores de hembras y machos adultos no varian mucho, excepto por el valor mas alto de

monocitos que fue obtenido para los machos subadultos (figura 39).
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Monaocitos
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Figura 39. Promedio de monocitos de machos y hembras de lobo marino de California de acuerdo a su edad 0) Cria, 1) Afiero, 2) Subadulto y 3) Adulto
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En el afio de 1994 la neumonia fue la causa principal de varamientos, en 1995 septicemia,
leptospirosis y carcinoma UG fueron las causas de varamiento. En 1996 y 1998 la
neumonia fue una de las principales causas de varamiento y para 1997 y 1999 lo fue la

infeccion por leptospira (figura 40).
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Figura 40. Causas de varamiento de lobo marino de California por afio A) 1994 para 6 individuos, B) 1995
para 3 individuos, C) 1996 para cuatro individuos, D) 1997 para siete individuos, E) 1998 para catorce

individuos y F) 1999 para tres individuos
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Fig 41. Causa de varamiento de lobo marino de California por afio A) 2000 para ciento setenta y seis

individuos, B) 2001 para siento setenta individuos, C) 2002 para ciento ochenta individuos, D) 2003 para

ochenta y ocho individuos, E) 2004 para ciento trinta y un individuos y F) 2005 para ciento ochenta y cuatro

individuos.
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