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RESUMEN

El pingliino de Humboldt es una especie endémica de la
corriente de Humboldt, considerada una de las especies de
pingliinos mas amenazadas del planeta. Con el objetivo de
comparar los valores hematolégicos y bioquimicos de Sphe-
niscus humboldti silvestres y cautivos, se extrajo muestras de
sangre de 21 individuos mantenidos en zooldgicos y 21 indivi-
duos silvestres. Se determiné el hematocrito (Ht), nimero de
leucocitos (NL), el conteo diferencial de leucocitos (heterofilos,
linfocitos, monocitos y basdfilos) y sdlidos totales (ST) del he-
mograma. Se determinaron los siguientes valores bioquimicos
sanguineos: alanina aminotransferasa (ALT), gamma glutamil
transferasa (GGT), lactato deshidrogenasa (LDH), fosfatasa al-
calina (FA), creatina cinasa (CK) y acido Urico. Se obtuvieron
valores significativamente mas altos en pinglinos cautivos que
silvestres de NL, linfocitos, FA, GGT, LDH (P<0,05), en cambio
el numero de eosindfilos y el peso corporal fueron menores
gue en las aves silvestres.

Palabras clave: Bioquimica sanguinea, hematologia, pingtiino
de Humboldt, salud.

ABSTRACT

To compare hematologic and biochemical values of cap-
tive and wild Humboldt penguin, blood samples were obtained
from 21 captive, and 21 wild Humboldt penguins. The hemato-
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logical values studied were: packed cell volume (PCV), solids
(TS), white blood cell (WBC) count, heterophils, lymphocytes,
eosinophils, monocytes and basophils. The following bio-
chemical values were determined: alanine amino transferase
(ALT), gamma glutamyl transferase (GGT), lactate dehydroge-
nase (LDH), alkaline phosphatase (ALP), creatinkinase (CK)
and uric acid. The values of WBC, lymphocytes, enzymes in
ALP, GGT, LDH (P<0.05) were significantly higher in captive
than wild birds and the eosinophils count and the body weight
of birds were higher in wild birds.

Key words: Humboldt penguins, hematology, biochemistry,
health.

INTRODUCCION

El pinglino de Humboldt (Spheniscus humboldti, Meyen,
1834) se distribuye a lo largo de las costas de Pert y Chile
[26], abarcando 4.500 km de costa, desde Isla Foca (5°12’ S)
en Peru hasta las islas Penihuil en Chile (42°73’ S) [27]. Carac-
teristico de la corriente de Humboldt [18], el pingiiino de Hum-
boldt se encuentra clasificado como vulnerable [13], debido a
que sus poblaciones se han reducido considerablemente [6],
atribuyéndose principalmente esta disminucion a la degrada-
cion del habitat, disturbios humanos, sobrepesca de anchoveta
(Engraulis spp.) y enmallamiento en redes de pesca [6, 22].

Los analisis hematoldgicos son considerados unas de
las técnicas méas sencillas y menos invasivas para evaluar el
estado general de salud de aves en poblaciones silvestres y
en cautiverio [1, 4]. Sin embargo, cuando se utilizan estos va-
lores como método diagndstico se debe considerar que, las
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aves en cautiverio desarrollan una forma de vida distinta a las
aves de vida silvestre [5], realizando una menor actividad fisi-
ca, ademas, de encontrarse frecuentemente sometidos a es-
trés debido al mayor contacto con humanos. Por otro lado, los
pingliinos silvestres presentan algunos factores que pueden
incidir en los resultados hematolégicos y bioquimicos, como la
frecuente presencia de parasitos, tanto externos como internos
[9, 10]. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue com-
parar los valores hematolégicos y bioguimicos de S. humboldti
silvestres y en cautiverio, esperando encontrar diferencias en-
tre ellos, lo que podria resultar relevante conocer al momento
de realizar o evaluar tratamientos en poblaciones, tanto cauti-
vas como silvestres.

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron muestras de sangre de 21 ejemplares de
pingliino de Humboldt en cautiverio, provenientes de cuatro
zoolégicos de Chile: Metropolitano de Santiago (n=12; Regién
Metropolitana; 33°26'16"S 70°39'01"W), Buin (n=5; Region
Metropolitana; 33°45'55"S 70°44'32"W) y Quilpue (n=4; Region
de Valparaiso; 33°02" 49"S 71°26'38"W), entre noviembre
2007 y abril 2008. De los ejemplares cautivos, siete presenta-
ban ceguera, desconociéndose la causa de ésta. Las mues-
tras de pingliinos de Humboldt silvestres fueron obtenidas de
21 individuos adultos, aparentemente sanos, capturados ma-
nualmente en la Reserva Nacional Pan de Azlcar (Region de
Atacama; 26°08'59"S 70°39'02"W) en julio 2008. Las capturas
se realizaron con la asistencia de guardaparques de la Corpo-
racion Nacional Forestal (CONAF) y la autorizacion del Servi-
cio Nacional de Pesca (SERNAPESCA, resolucion N° 2984).
Las aves se clasificaron en juveniles o adultos de acuerdo a la
descripcidn realizada por Jaramillo [14]. No fue posible diferen-
ciar el sexo de los individuos, debido a que no poseen dimor-
fismo sexual evidente. El peso de las aves fue registrado con
una balanza digital portatil (+ 1g) (sBoss, M50, Chile).

Las muestras de sangre se obtuvieron con jeringa (23G,
22 mm, Nitro®, Japon) de la vena metatarsal medial (3 mL) y
fueron cuidadosamente transferidas a tubos Vacutainer® con
heparina de litio (1 mL; Becton, Dickinson & Co. EUA), previa
obtencion de una gota de sangre para frotis que se realizé en
un portaobjeto secado al aire libre, que posteriormente fue fija-
do con alcohol metilico absoluto por 3 minutos (min) y tincién
Giemsa (1/10 v/v) por 30 min. La sangre fue transportada, si-
guiendo la correspondiente cadena de frio, en una caja refrige-
rada (4°C), luego de 20 horas las muestras fueron analizadas
en el laboratorio de Patologia Clinica del Departamento de
Ciencias Clinicas de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de Concepcién, Chile. Una vez en el laboratorio
se procedié a realizar los analisis hematoldgicos y la sangre
restante fue centrifugada a 2500 g por 10 min (Centrifuge DSC
200A-2, Already Interprise Inc., Taiwan, China), para la obten-
cion de plasma. Todos los andlisis se realizaron inmediata-
mente después de obtenido el plasma.
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Se determiné el hematocrito (Ht) por centrifugacién (Di-
gital micro centrifuge, HS CODE: 993199, Already Enterprise
INC, Taiwan, China) en tubos de microhematocrito por 5 min.
a 12800 g [3]. Los solidos totales (ST; g/L) se determinaron
por refractometria (Golberg TS Meter Clinical Refractometer,
Reichert Analytical Instrument, New York, EUA). El conteo to-
tal de leucocitos (x10%L) se determiné manualmente en un
hemocitémetro utilizando como diluyente la solucién descrita
por Rees & Ecker modificado [16]. La féormula leucocitaria di-
ferencial se determiné mediante la observacion de 200 leuco-
citos en un frotis tefiido con Giemsa y se observo al microsco-
pio (Zeiss Primo Star, Carl Zeiss Inc, Oberkochen 73447, Ale-
mania) con el objetivo de inmersién (1000x). La identificacion
de paréasitos sanguineos se realiz6 mediante la observacion
de frotis sanguineos tefiidos con Giemsa [20].

Para determinar la actividad plasmatica de aspartato
amino transferasa (AST; U/L), creatina cinasa (CK; U/L), Fos-
fatasa alcalina (FA, U/L), alanina aminotransferasa (ALT; U/L),
gamma glutamiltranferasa (GGT; U/L) y lactato deshidrogena-
sa (LDH; U/L) se utilizaron reactivos comerciales (Human
Diagnostic Worldwide, Alemania) siguiendo las recomendacio-
nes del fabricante. La concentracion plasmatica de acido Urico
(mmol/L) se determiné utilizando un kit comercial (Urea Acid
liquicolor test, Human Diagnostic Worldwide, Alemania). Los
analisis se realizaron en un espectrofotometro (Micro Lab 200
Vital Scientific, Paises Bajos). Para todos los andlisis se reali-
zaron dos repeticiones por ave.

Con los valores obtenidos se calculd la media aritmética
y desviacién estandar para los grupos que se estudiaron. La
normalidad y homocedasticidad de los datos fue revisado utili-
zando la prueba de Shapiro-Wilks y de Levene, respectivamen-
te [23]. Se utilizé la prueba de t student para la determinacion
de diferencias en los valores estudiados y condicion de vida del
ave [23]. Los analisis estadisticos se realizaron con el progra-
ma JMP9 (SAS Institute, Cary, North Carolina 27513, EUA).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la TABLA | se muestran los valores hematolégicos y
bioquimicos sanguineos obtenidos de pingliinos de Humboldt
cautivos (zooldgicos) y procedentes de ambiente silvestre
(Parque Nacional Pan de Azlcar). Se observé que los pingui-
nos cautivos tienen valores mas altos en el conteo total de
leucocitos (ts, P<0,05), nimero de linfocitos (ts, P<0,05) y en
las enzimas FA, GGT, LDH (ts, P<0,05). Por otro lado, el na-
mero de eosindfilos fue mas elevado en pingiinos silvestres
(ts, P<0,05) que en cautiverio. De los 21 pingliinos de Hum-
boldt cautivos, 11 correspondieron a adultos y diez a juveni-
les, entre los cuales no se encontré diferencia estadistica sig-
nificativa (ts, P>0,05) al comparar los valores hematoldgicos y
bioquimicos seleccionados. Siete de estos pinglinos presen-
taron ceguera, sin embargo los valores hematolégico y bioqui-
micos fueron similares a los ejemplares que no presentaban
esta condicion en cautiverio (ts, P>0,05). Con respecto al
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TABLA |
PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DE LOS VALORES
HEMATOLOGICOS Y BIOQUIMICOS ESTUDIADOS
EN S. HUMBOLDTI CAUTIVOS Y SILVESTRES

Cautivos (n = 21) Silvestres (n =21)
promedio + DE  promedio + DE

Valores hematoldgicos

Ht (%) 46 +8,5 43+9,1
Leucocitos (X10°%/L)** 12,50 + 4,20 8,36 + 1,58
Heterdfilos (X10%/L)? 6,7+35 56+1,2
Linfocitos (X10%/L)*® 474272 1,8+0,8
Monocitos (X10°/L)? 0,68 +0,73 0,32 +0,29
Eosindfilos (X10°/L)*® 0,28 + 0,22 0,47 + 0,26
Baso6filos (X10%/L)? 0,01 +0,03 0,005 + 0,016
Valores bioquimicos
Solidos totales (g/L)? 58 + 10 55+9
AST (U/L)° 145 + 76 178 + 92
CK (U/L)° 59 + 79 47 +31
FA (U/L)** 113+ 82 37+15
GGT (U/L)** 13+ 10 3+2
ALT (UL)° 138 + 32 137 +33
LDH (U/L)*® 732 + 434 285 + 172
Ac. Urico (mmol/L)? 0,44 +0,21 0,43+0,12

* ts, P<0,05. ®se midi6 concentracién plasmatica. bActividad enzimati-
ca en plasma.

peso, los pinglinos silvestres presentaron mayor peso (4600
g) que los pinglinos en cautiverio (3500 g) (ts, P<0,05). No se
encontraron hemoparasitos en el total de los frotis sanguineos
examinados.

Todos los resultados obtenidos en el presente estudio se
encuentran dentro de los intervalos de referencia publicados
para S. humboldti, tanto silvestres como en cautiverio [21, 25,
26]. Sin embargo, las diferencias encontradas entre aves cau-
tivas y silvestres, podrian estar influenciadas por diversos fac-
tores [19]. A pesar de observarse esta diferencia, los valores
registrados se encuentran dentro de los intervalos de referen-
cia descritos para esta especie por Villouta y col. [25] en aves
en cautiverio y Smith y col. [21] para pinguinos silvestres. Sin
embargo, Wallace y col. [27] estudiando pingiinos de Hum-
boldt silvestres (n=51) presentaron intervalos de leucocitos
mucho mas amplios (intervalo= 13,45 — 47,26 10°%L) que lo ha-
llado en este estudio para ambos grupos de aves, aunque el
mencionado autor, no entrega datos del estado de salud de los
pinguinos analizados.

En el conteo diferencial de leucocitos, los linfocitos tuvie-
ron valores mayores en aves en cautiverio que en silvestres,
sin embargo, éstos se encuentran dentro de los valores regis-
trados en la literatura [26] (3,39 20,32 10%L). En un estudio
realizado en pingliinos papua (Pygoscelis papua) y pingiinos
saltarrocas (Eudyptes chrysocome) de las Islas Malvinas, se

obtuvo un mayor nimero de linfocitos en pinguinos silvestres
gue en los cautivos [11]. Por esto, existe la posibilidad que las
aves cautivas hayan estado expuestas recientemente a dife-
rentes antigenos, lo que origind la diferencia.

Los valores reportados para eosindfilos en aves en cau-
tiverio fueron menores que en aves silvestres, sin embargo se
encuentran dentro de los limites normales registrados para
esta especie [25, 26]. La eosindfilia en aves puede estar aso-
ciada a parasitosis, automutilacion, traumas severos, lesiones
en piel y sindromes de hipersensibilidad, no obstante es un
hallazgo inconsistente [7]. Wallace y col. [26] al comparar pin-
glinos de Humboldt de vida silvestre con aves cautivas prece-
dentes del zooldgico de la ciudad de Milwaukee, EUA, sélo
encontraron diferencias estadisticas en el nimero de eosindfi-
los entre ambos grupos, presentandose los mayores valores
en los pinglinos de vida silvestre, semejante a lo observado
en el presente estudio. Esta diferencia se puede explicar debi-
do a que, los pingliinos cautivos son desparasitados periodi-
camente como parte del protocolo de manejos de estas aves.

La actividad plasmatica de las enzimas, fue mas alta en
las aves silvestres (P<0,05). En el estudio de Wallace y col.
[26], en pingliinos de Humboldt silvestres sanos, al igual que
en International Species Information Systems [24], en pingli-
nos de Humboldt en cautiverio, la media de FA fue superior a
la obtenida en los pingiinos silvestres del presente estudio.
Segun Lumeij [15] en aves, el aumento en la actividad de la
enzima FA estd predominantemente asociado con un incre-
mento de la actividad osteoblastica, hiperparatiroidismo nutri-
cional secundario, raquitismo, osteomielitis por reparacién de
fractura, y en periodo pre ovulatorio. En E. chrysocome se en-
contré que, en periodo de muda la actividad de FA era supe-
rior a la obtenida en aves en periodo de reposo [8]. Los mayo-
res valores de FA corresponden a siete aves provenientes de
zoolégico con valores mayores a 100 U/L, de las cuales cua-
tro corresponden a aves juveniles, con lo cual se podria supo-
ner que esta diferencia se deba a la presencia de aves en de-
sarrollo, a diferencia de las aves silvestres que eran todas
adultas. Sin embargo, 15 de las aves en cautiverio mostraron
valores de FA mayores al valor maximo determinado en las
aves silvestres, lo que podria asociarse a algun tipo de trau-
matismo éseo de las aves cautivas por las instalaciones dis-
tintas al medio silvestre en el que viven las aves de Pan de
Azlcar. También se puede asociar a la administracion de
complejos vitaminicos en las aves cautivas, ya que un exceso
de vitamina A produce en los huesos una actividad osteoblas-
tica reducida y mayor actividad de la FA sanguinea y ésea [2].
Sin embargo, Penguin Taxon Advisory group [5] menciona
que, los pingliinos posiblemente por ser aves piscivoras, pre-
sentan una alta tolerancia a la vitamina A, debido a las eleva-
das concentraciones que presentan en su dieta natural.

La actividad de la enzima GGT, también presenté valo-
res mayores en los pingliinos de zool6gico. Los valores pre-
sentados por International Species Information Systems [24]
en pinguinos de Humboldt en cautiverio, fueron menores a los
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obtenidos por el presente estudio en aves cautivas, pero ma-
yores a los obtenidos por las aves de vida libre. Segin Ho-
chleithneir [12], valores elevados en GGT se encuentran aso-
ciados a enfermedad hepatica, aunque también se han repor-
tado incrementos cuando existe alteracion a nivel renal. De las
aves estudiadas con mayores valores de GGT, una presenta-
ba otras enzimas hepaticas con valores elevados, esta ave ju-
venil ciega, con peso corporal sobre el promedio, cuyo conteo
de leucocitos totales estaba elevado, sin presentar otros ante-
cedentes clinicos. De acuerdo a los resultados obtenidos se
puede suponer que esta ave podria estar comenzando un cua-
dro de alteracion hepatica.

La actividad de la enzima LDH se determiné que, al igual
que las enzimas anteriores, se observd mas elevada en los
pingliinos cautivos. Los valores de LDH en International Spe-
cies Information Systems [24] son menores a los obtenidos
para las aves cautivas del presente estudio. Segin Lumeij
[15], la enzima LDH en aves es indicadora de dafio hepatico,
debido a que en condiciones normales esta enzima presenta
baja actividad y una vida media plasmatica muy corta, sugi-
riendo dafio hepatico cuando al ser evaluada junto con la CK
se observan elevaciones persistentes de la LDH sin elevacio-
nes de la CK. El aumento en la actividad de la LDH no se pue-
de asociar a dafio muscular en otros tejidos, ya que no se rea-
lizé electroforesis.

Al comparar la actividad de la enzima AST de pingtiinos
de Humboldt silvestres y cautivos no se observa diferencias
significativas. El valor medio de International Species Informa-
tion Systems [24] en pingiinos de Humboldt en cautiverio
(n=107) es menor que el registrado en el presente estudio. En
el estudio de Wallace y col. [26] en pingliinos de Humboldt sil-
vestres, la media para la enzima AST fue mayor que en ambos
grupos del presente estudio, sin embargo se encuentra dentro
de los intervalos registrados. Por el contrario, en el estudio de
Villouta y col. [25] en pinglinos de Humboldt sanos con tres
dias post captura, la media para la AST fue mas baja que en
ambos grupos de este estudio, sin embargo, este valor au-
menté hacia las 15 semanas de cautiverio, superando los valo-
res del presente estudio en la misma especie de pinglino.
Este autor menciona al respecto, que considerando los dife-
rentes origenes de esta enzima y el estatus sanitario de las
aves que estudid, los valores observados podrian afectarse
por un incremento en la actividad muscular mas que por una
alteracion hepatica. Esto ultimo parece contradictorio, ya que
estas aves al estar en cautiverio realizan menor actividad mus-
cular de lo realizado en vida silvestre.

Entre pinglinos de Humboldt silvestres y mantenidos en
cautiverio hubo una gran diferencia en cuanto al peso corporal,
siendo la media para aves silvestres mucho mayor que en la
de aves en cautiverio. Se puede suponer que esto se deba a
la poca actividad fisica de las aves en cautiverio lo que llevaria
a una disminucion de la masa muscular. Estudios realizados
con pinglinos de vida silvestre de Pan de Azlcar [17] determi-
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naron una media de 4200 g de peso; en la Isla Cachagua se
obtuvo un peso promedio similar en adultos de 4313 + 385 g
[26], este mayor peso podria ser consecuencia de la gran
cantidad de horas que pasan en el mar (25 h como promedio
una vez que se sumergen, con un intervalo de 12 a 51 horas
nadando).

En los uUltimos afios se han encontrado en las costas del
norte de Chile muchos pingtinos de Humboldt juveniles en
muy mal estado y con signos de desnutricion, los cuales han
resultado ser ciegos. Gran parte de las aves de esta especie
presentes en los zoolégicos de Chile presentan este proble-
ma, del cual se desconoce la causa. Como este hecho es el
antecedente mas uniforme detectado en algunos de los pin-
gliinos analizados, fue utilizado como un parametro de com-
paracion, frente al cual no se encontraron diferencias estadis-
ticamente significativas en ninguna de las variables estudia-
das entre estos dos grupos de pinguinos.

CONCLUSIONES

Las diferencias obtenidas entre pingliinos silvestres y
en cautiverio son menores, encontrandose dentro de los inter-
valos de referencia establecidos para esta especie. Sin em-
bargo, se observaron diferencias estadisticas en el conteo de
leucocitos, namero total de linfocitos, numero total de eosindfi-
los y la actividad enzimatica de FA, GGT, LDH. Ademas, se
encontraron diferencias en el peso atribuido principalmente a
las diferencias en el modo de vida de las aves en cautiverio y
silvestres.
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