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Resumen

El eje hipotdlamo-hipofisiario-adrenal desempefia una funcion central en la
expresion y modulacion de la respuesta al estrés en vertebrados. Estudios previos han
demostrado que la hormona liberadora de corticotropina (CRH), a través de su receptor
CRHR1, modula algunos de los efectos deletéreos del estrés sobre el desarrollo de las
dendritas, espinas y sinapsis durante etapas tempranas de la vida. Resultados
recientes de nuestro grupo han documentado que la incubacién artificial de embriones
de la tortuga marina Lepidochelys olivacea resulta en sobreactivacion del eje
hipotalamo-hipofisiario-interrenal (HHI) y en alteraciones morfolégicas en un area
cerebral homdloga al hipocampo de mamiferos (corteza dorsomedial). En este contexto,
el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la incubacién artificial en crias
de la tortuga L. olivacea sobre la presencia de CRH en las regiones del cerebro que la
secretan: el nucleo paraventricular del hipotdlamo (PVN) y las cortezas dorsal y
dorsomedial. Se evaluaron parametros morfométricos (masa corporal, longitud corporal
y masa interrenal) para documentar la sobreactivacion del eje HHA en las crias
incubadas en nidos artificiales (NA). Los resultados muestran que las tortugas
incubadas en NA tuvieron menor masa (t=5.5843, p<0.001) y longitud corporal (t=1.926,
p<0.05) que las tortugas incubadas en nidos naturales (NN). Ademas, las tortugas
incubadas en NA tuvieron glandulas interrenales de mayor masa que las tortugas
incubadas en NN (t=-2.1769, p<0.05). En todas las regiones cerebrales evaluadas, las
tortugas incubadas en NA presentaron mayor densidad de células inmunorreactivas a
CRH que las tortugas incubadas en NN (corteza dorsal: t=3.1004, p<0.01; corteza
dorsomedial: t=2.6153, p<0.05; PVH: t=2.6152, p<0.05). En conjunto, los resultados
obtenidos sugieren que un aumento en la sintesis y secrecién de CRH en el PVN y las
cortezas dorsal y dorsomedial podria mediar la hipotrofia neuronal reportada en trabajos

previos. Estudios posteriores deberan evaluar esta posibilidad.

Palabras claves: eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal, Lepidochelys olivacea,

hipocampo




Abstract
The hypothalamic-pituitary-adrenal axis plays a central role in the expression and
modulation of the stress response in vertebrates. Previous studies have shown that
corticotropin-releasing hormone (CRH), through its CRHR1 receptor, modulates some of
the deleterious effects of stress on dendrite, spine and synapse formation during early
stages of life. Recent results from our group have documented that artificial incubation
of Lepidochelys olivacea sea turtle embryos leads to over-activation of the
hypothalamic-pituitary-interrenal (HPI) axis and morphological alterations in a brain area
homologous to the mammalian hippocampus (dorsomedial cortex). In this context, the
objective of the present work was to evaluate the effect of artificial incubation in L.
olivacea turtle hatchlings on CRH presence in the brain areas that secrete it: the
hypothalamic paraventricular nucleus (HPV) and the dorsal and dorsomedial cortices.
Morphometric parameters (body mass, body length and adrenal mass) were evaluated
to document HPA axis over-activation in hatchlings incubated in artificial nests (AN). The
results show that turtles incubated in AN had a lower body mass (t=5.5843, p<0.001)
and length (t=1,926, p<0.05) than turtles incubated in natural nests (NN). Turtles
incubated in AN had larger adrenal glands than turtles incubated in NN (t=-2.1769,
p<0.05). In all the brain regions evaluated, turtles incubated in AN had a higher density
of CRH immunoreactive cells than turtles incubated in NN (dorsal cortex: t=3.1004,
p<0.05; dorsomedial cortex: t=2.6153, p<0.05; PVH: t=2.6152, p<0.05). Overall, the
results obtained suggest that increased CRH synthesis and secretion in the PVN and
dorsal and dorsomedial cortices could mediate the neuronal hypotrophy reported by

previous studies. Further studies should evaluate this possibility.

Key words: hypothalamic-pituitary-adrenal axis, Lepidochelys olivacea, hippocampus




1. Introduccion
Las tortugas marinas se encuentran clasificadas como especies “en peligro
critico” o “vulnerables” a la extincion, segun acuerdos de la Unidén Internacional para
la Conservacion de la Naturaleza (UICN) (http://www.iucn.org) y la norma NOM-059-
SEMARNAT-2010. Debido a ello, se han desarrollado multiples estrategias de

conservacion. Una de las principales ha sido la creacion de viveros o “hatcheries” a
donde son reubicados aquellos nidos en riesgo. La arquitectura del nido artificial
(NA) es considerablemente diferente de aquélla del nido natural (NN). Tomando en
cuenta la operacién misma del vivero, el resultado probable es un incremento de la
compactacion de la arena que reduce la disponibilidad de oxigeno para los
embriones (Baldwin et al., 1989; Chacoén et al., 2007). Existen una gran cantidad de
trabajos que documentan efectos negativos en la incubacion de NA sobre el éxito
de eclosion (Rees et al., 2002; Ozdemir y Turkozan, 2006), la salud (Booth et al.,
2004), la proporcion de sexos (Moorreale et al., 1982; Mrosovsky, 2008; Pintus et
al., 2009), el fenotipo de las crias (Reece et al., 2002), el tiempo de incubacién y la
pérdida del grado de sincronizacion en la emergencia (Koch et al., 2006).

Recientemente, nuestro grupo de trabajo ha evaluado la respuesta al estrés en
crias de tortuga marina L. olivacea incubadas en NA. Los resultados muestran que
a la emergencia estas tortugas presentan un incremento en los niveles séricos de
corticosterona, asi como alteraciones en el tamafio y citoarquitectura de estructuras
cerebrales y periféricas asociadas al eje hipotalamo-hipofisiario-interrenal (HHI).
Entre los cambios méas draméticos se ha descrito hipotrofia de las neuronas
piramidales de estructuras homoélogas al giro dentado y CA3 del hipocampo en

mamiferos (i.e., cortezas dorsal y dorsomedial; Herrera-Vargas et al. En revision).

Reportes previos han demostrado que la hormona liberadora de corticopropina (CRH) y
los glucocorticoides (cortisol y corticosterona) modulan la complejidad de los arboles
dendriticos y el ensamble de los circuitos neuronales en diversas regiones cerebrales

(Chen et al., 2004, 2006; Korosi y Baram 2008). En regiones hipocampales como CAS3,

1


http://www.iucn.org/
http://www.profepa.gob.mx/
http://www.profepa.gob.mx/

el incremento en los niveles de estas hormonas como consecuencia de la exposicion
cronica al estrés conduce a la pérdida progresiva de neuronas. Sin embargo, en ratas
neonatas no estresadas, el incremento farmacolégico de glucocorticoides y CRH tiene
efectos diferenciales; mientras el incremento de glucocorticoides no causa alteraciones
en las neuronas de la region CA3, la administracién de CRH si causa modificaciones en
estas estructuras (Brunson et al.,, 2001). En concordancia, el bloqueo repetido de los
receptores a glucocorticoides (GR), no atenta los dafos causados por el estrés sobre
la atrofia dendritica de las neuronas piramidales de CA3, mientras la administracion del
receptor 1 de CRH (CRHR1), es capaz de revertir la atrofia neuronal (Liao et al., 2014).
En conjunto, estos datos indican que CRH, a través de su receptor CRHR1, desempeia
un papel crucial en el desarrollo neuronal en etapas tempranas de la vida, modulando la

arborizacion dendritica, la espinogénesis y la consecuente formacién de sinapsis.

En mamiferos, el hipocampo es una estructura cerebral que participa activamente en la
regulacion de la respuesta al estrés y en la potenciacion a largo plazo (LTP) (Trucco,
2002). En este contexto, en un intento por dilucidar el efecto que la incubacién artificial
tiene sobre las neuronas piramidales en crias de L. olivacea, este trabajo tiene como
objetivo evaluar la inmunorreactividad de CRH en el ndcleo paraventricular del
hipotalamo (PVH, principal reservorio de la hormona en mamiferos) y en las cortezas

dorsal y dorsomedial.



2. Antecedentes

2.1. Tortugas Marinas

Las tortugas marinas en sus primeros afios de vida tienden a ser solitarias,
en sus etapas juveniles y adultas acostumbran congregarse en sitios de forrajeo,
apareamiento y anidacion. En la actualidad existen siete especies de tortugas
marinas, las cuales se subdividen en dos familias: 1) la familia dermochelyidae, en
la cual las tortugas no presentan placas en su caparazén (éste esta cubierto por
una capa gruesa de piel parecida a la del cuerpo). En la actualidad esta familia solo
esta representada por la tortuga laud (Delmochelys coriacea), la cual es la mas
grande del mundo ya que llega a medir hasta 2.4 metros de longitud y 500 kg de
masa corporal. 2) la familia Cheloniidae, la cual presenta un caparazon con escudos
0 placas evidentes. La familia esta conformada por seis especies: tortuga verde
(Chelonia mydas), toruga carey (Eretmochelys imbricata), tortuga cabezona (Caretta
caretta), tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) y tortuga lora (Lepidochelys kempii).
Su area de distribucién es muy amplia, ya que habitan océanos y mares tropicales y
subtropicales, desplazandose en zonas templadas y sub-articas (Secretaria CIT,
2004).

2.2. Caracteristicas de latortuga Lepidochelys olivacea.

La tortuga golfina es una de las especies mas pequefias de tortugas marinas,
los neonatos presentan tamafos de 3.8 a 5 cm de longitud recta del caparazon vy el
rango de masa varia desde 12 hasta 22.3 g. En cuanto a los organismos adultos
existe mayor variaciéon encontrando individuos de 53 a 79 cm de longitud recta del
caparazon y en la longitud curva del caparazon los rangos son de 60.8 a 83.0 cm.
En lo que respecta a la masa corporal se encuentran en un rango de 35 a 50 kg. En
cuanto a las caracteristicas fenotipicas la tortuga presenta una cabeza
relativamente grande, en forma triangular y con dos pares de escamas frontales, un
caparazon corté y ancho, con cinco a nueve pares de escudos costales. La
distribucion de la tortuga golfina es circumtropical abarcando el este y oeste del
Pacifico, a ambos lados del océano Atlantico y el océano indico (Varo et al., 2015).
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L. olivacea, se reproduce cuando alcanza una talla promedio de 60 cm.,
principalmente en verano, y la ovoposicion tiene lugar de junio a diciembre. Las
hembras desovan en un nido con una profundidad de 30 a 55 cm, el nUmero de
huevos por ovoposicion puede ser de 105 hasta 160 (Parque Nacional Lagunas de
Chacahua, 2008). Los huevos ovopositados estan recubiertos por un moco claro;
esta secrecion contiene glicoproteina y albimina, las cuales tienen propiedades
bactericidas y fungicidas (Phillott y Parmenter 2012). El desarrollo embrionario
concluye a los 45-51 dias después de la puesta, dependiendo de la temperatura, la
cual también esta involucrada en la determinacién del sexo (Parque Nacional
Lagunas de Chacahua, 2008).

La tortuga golfina se considera una de las especies mas abundantes y la mas
explotada. Las mayores poblaciones nidificantes se encuentran en Costa Rica, India
y Meéxico. Sin embargo, algunas de las playas de anidacién han sido
sobreexplotadas con el saqueo de huevos y el consumo de carne durante décadas,
lo que ha conducido al declive a estas poblaciones. A aunque se han implementado
medidas de conservacién el descenso de la poblacion podria ser irreversible (Varo
et al., 2015).

2.3. Amenazas y conservacion de las tortugas marinas

Las poblaciones de tortugas marinas en los ultimos afios han disminuido a
nivel mundial, segun la Lista Roja de Especies Amenazadas en la IUCN. En esta
lista, se especifica que de las siete especies de tortugas marinas que existen cinco
se encuentran en peligro de extincion (Dermochelys coriacea, Eretmochelys
imbricata, Lepidochelys kempii, Caretta caretta, Chelonia mydas) y una en estado
vulnerable (Lepidochelyls olivacea). En la actualidad la tendencia poblacional va en
declive (Abella, 2010).
La principal amenazas de las tortugas durante la incubacion y la emergencia es la
depredacion por zorros, zamuros, cuervos, buitres, cangrejos fantasmas (Ocipode),
gaviotas, garzas, hormigas y algunos depredadores introducidos como son perros,

gatos, gallinas y porcinos. En cuanto a los primeros afios de vida los principales
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depredadores son el atun y el dorado; y en juveniles y adultos los tiburones
practicamente son los Unicos predadores naturales (Buitrago, 2003). Sin embargo,
la causa principal del declive de las poblaciones se ha dado por el desarrollo
humano sobre el medio ambiente en los ultimos 50 afios. Entre las actividades que
han disminuido las poblaciones se encuentran la pesca, y el saqueo indiscriminado
de huevos de tortuga, el consumo de carne, el desarrollo costero y los desechos
antropogeénicos (Abella, 2010).

Debido a ello, se han desarrollado estrategias de conservacion que incluyen la
creacion de viveros a donde son reubicados aquellos nidos en riesgo (Parmenter,
1980). Existen distintos tipos de viveros los cuales pueden ser abiertos, semi-
cerrados o cerrados y estos dependen de las condiciones particulares de la playa.
Los viveros, deben ser de estructuras temporales, ya que cada temporada deben
ser reubicados. Los viveros deben permitir la circulacion libre del aire y la caida
libre de la lluvia; la altura de las defensas con las que se circula el vivero (malla,
malla ciclonica, cedazo y saran), deben ser de al menos 1.2 m sobre la superficie
de la arena y se debe enterrar por lo menos 30 cm en la arena. El vivero debe tener
una barrera de proteccién contra el oleaje y mareas de al menos 50 cm de altura, se
debe tener en consideracion la temperatura, humedad y vegetacion de la arena ya
gue son factores importantes para el desarrollo de los embriones. El método para
acomodar los nidos dentro del vivero es en matriz (columnas y lineas), el espacio

entre un nido y otro debe de ser de 1 m?(Chacon et al., 2008).

Sin embargo, se ha documento que la incubacion artificial afecta a los organismos,
causando una disminucion en el éxito de la eclosién, la proporcion de sexos, la
vulnerabilidad a infeccion por bacterias, hongos, insectos entre otros, asi como una
mayor compactacion de la arena la cual reduce la disponibilidad de oxigeno para

los neonatos, provocando deformidades (Chacon et al., 2007).




2.4. Estrés y activacion del eje hipotalamico-hipofisiario adrenal (HHA)

El estrés es definido como un estado que amenaza la homeostasis del
organismo; el cual, es contrarrestado por un conjunto de respuestas fisiolégicas,
que colectivamente tienen el proposito de re-establecer la homeostasis. Las
respuestas al estrés son facilitadas por un conjunto de estructuras del sistema
nervioso y organos blanco (Kyrou y Tsigos, 2008; Weninger et al., 1999). Una de las
respuestas al estrés consistente y ampliamente conocida es la activacion del eje
HHA. De modo general, cuando se esta sometido a estrés la respuesta del eje HHA
incluye un incremento en la hormona liberadora de corticotropina (CRH) desde el
nucleo paraventricular (PVN) del hipotdlamo. La CRH es secretada hacia el sistema
portal hipofisario estimulando a la adenohipdfisis a secretar la hormona
adrenocorticotropica (ACTH). A su vez, la ACTH estimula a la corteza adrenal para
secretar glucocorticoides (Figura 1). Sin embargo, estas respuestas deben ser
transitorias. Por ello, los glucocorticoides proveen una retroalimentacion negativa al
eje HHA, mediante la activacion de receptores en el PVN, el hipocampo y la

amigdala (Brunson et al., 2003).

|
Adrenal cortex 7~ l }

Cortisol —
DHEAS

|

Metabolic effects

Figura 1. Representacion esquematica del eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal
en mamiferos. Tomado de Matteri et al., (2000).




2.5. Hipocampo

La formacion hipocampal esta constituida por; el giro dentado (Del Carmen, 2009) y
el hipocampo propiamente que se subdivide en campos como Cuerno de Amonn
(CA) 1, 2 y 3. El hipocampo en su eje longitudinal forma una “C”, la cual se extiende
desde el septum al I6bulo temporal del cerebro. Las mayoria de las neuronas en la
formacion hipocampal son glutamatérgicas y comprenden las granulares en el giro
dentado y en el hipocampo las piramidales dispuestas en una sola capa de somas
(Hargreaves et al., 2005). Las neuronas granulares hacen sinapsis en la capa
molecular y en el hilus y CA3. A su vez, la capa molecular se divide en interna,
medial y externa. El hipocampo juega un papel central en el funcionamiento
neuroenddécrino (Del Carmen, 2009) y es uno de los principales blancos de los
glucocorticoides, los cuales actuan a través de dos tipos de receptores: tipo |, para
mineralocorticoides (MR) y tipo I, para GR. Los glucocorticoides son las principales
hormonas circulantes durante la activaciéon de la respuesta al estrés y se ha
demostrado que los niveles elevados cronicamente de esta hormona afectan a la
plasticidad neuronal y causan pérdida de las neuronas hipocampales (Meraz y
Bafuelos, 2009).

2.6. Hipotalamo

El hipotalamo es la region ventral del diencéfalo, el cual rodea la cavidad del tercer
ventriculo. Las células del hipotalamo son neuroendocrinas y representan la unién
entre el sistema nervioso central y el sistema endocrino. El hipotdlamo se subdivide
en tres regiones: 1) Anterior, la cual incluye las areas preoOptica medial y lateral,
hipotaldmica anterior y los nuacleos PVN, supradptico, supraquiasmatico vy
parvocelular periventricular; 2) Media, constituida por los nucleos dorsomedial,
ventromedial, infundibular o arcuato y las areas, hipotalamica lateral y dorsal; 3)
Posterior, formada por los cuerpos mamilares, los nacleos premamilar, intercalado y

el area hipotalamica posterior (Gonzéalez, 1999).

El hipotalamo esta constituido por dos tipos de células: las neuronas magnocelulares
gue se encuentran en el nacleo supradptico y PVN, y las neuronas parvocelulares que
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se encuentran en las areas mediales, laterales y ventrales. En los nucleos ventromedial,
tuberal y arcuato, las neuronas magnocelulares actian a nivel sistémico (I6bulo
posterior- sistema sanguineo) y las parvocelulares a nivel local (sangre local-lI6bulo

anterior) (Velayos y Diéguez, 2015).

2.7. Hormona liberadora de corticotropina (CRH)

La CRH es un péptido de 41 aminoacidos que actia como mediador de la respuesta
endocrina, autonémica e inmunolégica durante el estrés (Santibafiez, 2005). Esta
hormona ejerce sus efectos a través de dos tipos de receptores: CRHR1, y CRHR2, los
cuales pertenecen a la familia de los receptores acoplados a proteinas G. CRHR1 y
CRHR2 difieren en su distribucion, asi como en su papel en la mediacién de las

respuestas conductuales y endocrinas (Maras y Baram, 2012).

2.8. La exposicion cronica al estrés y la sobre expresion de CRH en
mamiferos

Una de las hormonas que se libera durante el estrés es la CRH, la cual se produce
principalmente en el PVN y en las interneuronas del hipocampo. Estudios de
microscopia electréonica en el hipocampo han demostrado que la CRH se almacena
dentro de vesiculas en las terminales axonales de las interneuronas, lo que sugiere
una produccién endogena o local (Maras y Baram, 2012).

La exposicion cronica al estrés durante estadios tempranos de vida es capaz de
conducir a la activacion permanente del eje HHA (Richardson, 2006) al menos en
parte debido al incremento en la sintesis y liberacion de CRH (Brunson et al., 2001).
Bajo condiciones fisiologicas la CRH en el hipocampo inhibe la secrecién
hipotalamica frenando la activacion del HHA. Sin embargo, debido a que en
individuos cronicamente estresados las elevadas concentraciones de CRH
conducen a alteraciones en la funcién sinaptica y la plasticidad neuronal de la
amigdala y el hipocampo, esta ultima estructura no deprime la funcién hipotalamica
y la activacion del eje HHA se mantiene (Brunson et al., 2001; Chen et al., 2012;
Olivares et al. 2008; Trucco, 2002).




Se ha documentado que ratones adultos sometidos a estrés en las primeras
semanas de vida, tienen severas alteraciones en la morfogénesis de las neuronas
piramidales de la regiéon CA3 del hipocampo, lo que sugeriria que los efectos de
estrés en las primeras semanas de vida no son transitorios, sino que pueden
persistir a lo largo de toda la vida (Liao et al., 2014).

Se ha demostrado que el blogueo repetido de los GR, no atenua los efectos negativos
del estrés sobre los niveles de expresion de proteinas sinapticas en las crias
estresadas. No obstante, el bloqueo de los CRHRL1 es capaz de atenuar los efectos del
estrés mediante la regulacién de la expresion de proteinas singpticas en el hipocampo,
ademas de evitar la contraccién dendritica y el déficit cognoscitivo (lvy et al., 2010; Liao
et al., 2014). En conjunto estos resultados sugieren que el sistema CRH-CRHR1 sirve
como un modulador critico de los efectos del estrés durante la vida temprana en el
hipocampo.

Otros estudios en ratones han evidenciado que la interrupcion selectiva de la via de
sefalizacion CRH/CRHRL1 en la circuiteria neuronal limbica reduce significativamente el
comportamiento relacionado con la ansiedad (Muller et al. 2003). Asi mismo la
aplicacion de CRH en cultivos organotipicos del hipocampo en concentraciones
nanomolares (parecidas a los niveles fisiolégicos durante el estrés) y en un patrén
similar a la provocada por eventos estresantes produce la pérdida de espinas
dendriticas y dendritas, con efectos severos para la memoria (Maras y Baram, 2012).
Por su parte, durante la exposicion a estimulos estresantes recurrentes o
sorpresivos se ha observado un aumento en la expresién del mRNA para CRH en la
amigdala central (ACE), asi como un incremento en la arborizacion dendritica o
hipertrofia de las neuronal amigdalinas (Mitra et al., 2005). A nivel del PVN del
hipotdlamo una exposicion aguda al estrés genera aumentos en los niveles de
expresiéon de CRH (Brunson et al., 2003; Yi y Baran, 1994). De lo anterior se
desprende que la regulacion adecuada de la expresion de CRH en la amigdala, el
hipocampo y el hipotdlamo conducen a una adecuada regulacion del eje HHA ante
un estimulo estresante evitando conductas de ansiedad y agresion (Rainnie et al.,
2004).




2.9. EIl efecto de la incubacion en nidos artificiales en crias de tortuga
marina

Recientemente un estudio realizado por nuestro grupo de trabajo documentd la
sobreactivaciéon del eje HHI en crias de L. olivacea incubadas en NA. Esta
sobreactivacion fue evidenciada por un decremento en la masa y longitud
corporales, hipertrofia de las glandulas hipofisis e interrenal, asi como un
incremento en los niveles circulantes de corticosterona (principal glucocorticoide en
reptiles) bajo condiciones basales. Adicionalmente, este trabajo mostr6 que la
incubacion artificial también altera el desarrollo de estructuras cerebrales asociadas
a la regulacién del eje HHA en mamiferos como la corteza dorsomedial (homoéloga
al hipocampo). Este resultado, en conjunto con el nulo incremento en los niveles
circulantes de corticosterona en respuesta a un reto fisiolégico agudo (la llegada al
mar) presentado por las crias incubadas en NA sugieren que las crias incubadas
artificialmente presentan una desrregulacion del eje HHI (Herrera-Vargas et al.,
2017. En revision)

Estos resultados son apoyados por la respuesta al estrés por inmovilizaciéon
evidenciada en crias de tortugas a los cinco meses de vida. En este estudio las
tortugas incubadas en NA presentan un nivel mayor de costicosterona circulante
que las crias incubadas en NN (Bucio-Pifia, 2016). Adicionalmente, este trabajo
reporta que a los cinco meses se mantienen la hipertrofia hipofisiaria e interrenal en

las crias incubadas artificialmente.
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2.10. CRH en tortugas

En los vertebrados existe una relativa uniformidad la activacién del eje HHA o HHI
en respuesta a un estresor (Brunson et al.,, 2003). Sin embargo, en reptiles se
tienen pocos datos acerca del efecto del estrés sobre los niveles de expresion y
secrecién de CRH en respuesta a un estresor. A nuestro conocimiento Unicamente
han sido determinados los patrones de distribucion de CRH bajo condiciones
fisiologicas en el cerebro de la especie de tortuga de agua dulce Mauremys caspica.
Este trabajo muestra una inmunorreactividad para CRH ampliamente distribuida en
todo el cerebro, principalmente en el PVN, es decir cortezas dorsal y dorsomedial,
la amigdala, la corteza, el nacleo caudado, el nucleo accumbens, el Organo
subfornical, el mesencéfalo, el diencéfalo, el infundibulo, el nucleo pretectal, la
sustancia gris periventricular, la formacidn reticular y el nacleo del rafé. Muchas de
las células inmunorreactivas situadas cerca del epéndimo fueron neuronas
bipolares. También se pudieron observar fibras inmunorreactivas en la lamina
terminal, el haz prosencefalico lateral, el nacleo supra 6ptico, la eminencia media, la
neurohipdfisis, el tecto 6ptico y los nuclos semicircularis y mesencefalico (Lopez et
al., 1993).

11



3. Justificacion
En los dltimos afios las poblaciones de tortugas marinas han disminuido a nivel
mundial. Debido a ello se han desarrollado estrategias de conservacion, siendo una
de las principales la creacion de viveros en los cuales son reubicados los nidos en
riesgo. Aunque en principio la incubacién artificial en viveros se elige como una
alternativa adecuada para preservar las poblaciones de tortugas marinas a nivel
mundial, estudios previos de nuestro grupo de trabajo han documentado que la
incubacién artificial conduce a una sobreactivaciéon del eje HHA y a alteraciones en
la citoarquitectura de las neuronas de la formacién hipocampal en crias de L.
olivacea. En un intento por entender si las alteraciones neuronales en L. olivacea
incubadas en nidos artificiales obedecen a incrementos en los niveles de CRH, en
este trabajo evaluamos la inmunorreactividad para la proteina CRH mediante

inmunohistoquimica en el PVN y en las cortezas dorsal y dorsomedial.
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4. Hipotesis
La incubacion artificial incrementa la inmunorreactividad de la hormona liberadora
de corticotropina en el nucleo paraventricular del hipotdlamo y las cortezas dorsal y

dorsomedial en crias de L. olivacea.

5. Objetivos

Objetivo General

Evaluar el efecto de la incubacion artificial sobre la inmunorreactividad de la
hormona liberadora de corticotropina en el nudcleo paraventricular del hipotdlamo y
las cortezas dorsal y dorsomedial en crias de L. olivacea.

Objetivos Particulares

1. Evaluar el efecto de la incubacién artificial sobre pardmetros morfo-métricos
(masa corporal, longitud corporal y masa interrenal) en crias de L. olivacea.

2. Evaluar el efecto de la incubacién artificial sobre la inmunorreactividad de la
hormona liberadora de corticotropina en el nacleo paraventricular del hipotalamo,

la corteza dorsal y la corteza dorsomedial en crias de L. olivacea.

13



6. Material y métodos
6.1. Animales
La colecta de las crias de L. olivacea se realiz6 en la playa de Boca Seca, Municipio
Ldzaro Cardenas, Michoacan (Permiso SEMARNAT: CF05459-14-07-13). La
colecta se llevd acab6 en el mes de octubre del 2015. Para los anédlisis de
inmunorreactividad a CRH en total se colectaron 18 crias de tortugas a la
emergencia provenientes de tres NN (n=9; 3 tortugas por nido) y de tres NA (n=9,
tres organismos por nido). Para los analisis de parametros morfométricos (masa
corporal, longitud cabeza cola y masa adrenal) se consideraron en total 54
organismos; los 18 animales antes mencionados y 36 animales provenientes de la
misma colecta pero utilizados para otro proyecto de investigacion.
Anélisis morfo-métricos
Las crias fueron colectadas a la emergencia del nido con un intervalo de 5 minutos
entre cada una para garantizar la adecuada representacion de todo el nido en el
andlisis. Una vez colectadas, las crias fueron pesadas, medidas y sacrificadas
rdpidamente por decapitacion. El peto fue retirado y las carcasas fueron fijadas por
inmersion en paraformaldehido al 4% amortiguado en buffer de fosfatos (PBS)
0.1M. En el laboratorio, las glandulas interrenales fueron disecadas bajo
microscopio estereoscopico y su masa humeda fue obtenida en balanza analitica.
Analisis inmunohistoquimicos
El cerebro de las crias fue disecado inmediatamente después del sacrificio y fijado
por inmersién en paraformaldehido al 4% durante tres dias a 4°C. Una vez en el
laboratorio, los cerebros fueron crioprotegidos con sacarosa amortiguada al 30%
hasta que decantaron. Entonces los cerebros fueron postfijados en solucién de
Bouin (Solucién saturada de acido picrico) por 48 horas a 4°C. Una vez transcurrido
este tiempo se incubaron de nuevo en sacarosa al 30% para después ser
congelados en medio de inclusion Tissue-Tek (4583) y seccionados coronalmente a
60 um en criostato (Hydrax C25 MICROM). Los cortes fueron colectados
serialmente en cajas de 12 pozos en solucion crioprotectora (50% PBS, 25%
glicerol y 25% etilenglicol) y almacenados a -20°C hasta su posterior uso.
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Antes de comenzar la inmunohistoquimica, los cortes de uno de cada tres pozos
fueron tefiidos con el colorante violeta de cresilo (el cual tifie la sustancia de Nissl
asociada a las neuronas) con el objetivo de localizar las regiones de interés. Para
realizar esta técnica, los cortes fueron lavados con PBS y montados en portaobjetos
gelatinizados, enjuagados con agua e incubados con violeta de cresilo (0.1%).
Posteriormente los tejidos, se pasaron a series de etanol para deshidratarlos y se
montaron con resina sintética y cubreobjetos. Una vez identificados por microscopia
de campo claro los cortes que incluyeran las regiones de interés, se utilizaron para
la inmunohistoquimica de CRH en cortes provenientes de otros pozos.

Para este procedimiento el protocolo que se utilizé fue: tres lavados de etanol al
70% para retirar restos de Bouin, peroxido al 3% en PBS durante 10 minutos, tres
lavados de TBS, incubacion en desenmascarador de antigenos (20X inmuno/DNA
retriever with citrate) 1:20 una hora a 60 °C y 15 minutos a temperatura ambiente,
seguida de tres lavados con TBS, suero de caballo al 10% diluido en TBS-Triton X-
100 (0.25%, TBS-T) durante una hora, e incubacién en anticuerpo primario CRH1
(ab59023, goat anti-CRH1, lote:GR25598-19, abcam) diluido en TBS-T durante 16
hrs, dos lavados con TBS durante cinco minutos, incubacién en anticuerpo
secundario 1:500 (Dky X Goat igG Biotin, lote: 2677872 AP1808 Millipore) diluido en
TBS-T durante dos horas, incubacién en complejo avidina (0.25%)/biotina (0.25%)
diluido en TBS-T durante una hora, y revelado con el kit diaminobencidina (SK-
4100) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se detuvo la reaccion con TBS y
los cortes se montaron en portaobjetos, se deshidrataron y se cubrieron con resina
sintética y cubreobjetos.

Las secciones inmunotefiidas fueron fotografiadas bajo el microscopio Optico de
campo claro (Leica DM3000) a una magnitud de 1000X. En el caso de la corteza
dorsal se utilizaron ocho cortes a lo largo del eje anteroposterior y se tomaron
cuatro fotografias por corte. Para la corteza dorsomedial se utilizaron seis cortes y
se tomaron tres fotografias por corte. Finalmente, para el PVN se utilizaron cinco
cortes y cuatro fotografias por corte abarcando toda la estructura. En cada una de

las estructuras se utilizaron ambos hemisferios (Figura 2).
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Una vez realizadas las fotografias, las células inmunopositivas a CRH fueron
cuantificadas por mm? con la ayuda del plug-in Cell Counter del programa ImageJ
(National Institute of Health, https://imagej.softonic.com). Los criterios que se utilizaron
para la cuantificacién de las células fueron: area y circularidad. Se cuantificaron las
fotografias de cada corte por estructura cerebral y se obtuvo una sumatoria total por

tortuga.
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Figura 2. Microfotografias representativas de tres cortes coronales de tortuga
(Chrysemys picta picta) a lo largo del eje anteroPosterior donde se muestran las
regiones de interés. En cada caso, el corte izquierdo es una hemiseccion tefiida con
violeta de cresilo, y el esquema del lado derecho muestra las regiones cerebrales
localizadas en cada corte. cd, corteza dorsal; cdm, corteza dorsomedial; PVH,

nucleo paraventricular (Tomado de Powers y Reiner, 1980).

Con el objetivo de evaluar la intensidad de la inmunorreactividad para CRH, las
mismas fotografias utilizadas para cuantificar el nUmero de células fueron utilizadas
para realizar una densitometria. Para ello, el threshold de las imagenes fue ajustado
con el programa ImageJ y cuantificada la intensidad promedio por fotografia. Los
resultados de cada imagen fueron promediados por estructura por tortuga.

6.2. Andélisis de datos.

Los resultados de los grupos evaluados (NN vs. NA) fueron comparados mediante
una prueba t de Student, previa verificacion de la normalidad de las varianzas, con
el paquete estadistico R 3.2.5. EIl criterio para considerar significancia fue de
p<0.05.
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7. Resultados

Analisis morfo-métricos

Con el objetivo de evaluar el efecto de incubacion artificial sobre los parametros
morfométricos se analizaron la masa y la longitud corporal. Los resultados muestran
que el grupo de tortugas incubadas en NA presenta menor masa (t= 5.5843, p<0.001) y
longitud corporal (t = 1.926, p<0.05) que el grupo de tortugas incubadas en NN (Figura
3).
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Figura 3. Las tortugas incubadas en nidos artificiales (NA) presentan menor masa
y longitud corporal a la emergencia que las tortugas incubadas en nidos naturales
(NN). La grafica A muestra la masa corporal (g), y la gréfica B la longitud corporal (mm)
de tortugas incubadas en NN y NA. EIl nimero de tortugas analizadas por grupo se
presenta encima de cada barra. (PROM = EST. ***p<0.001,*p<0.05).
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Debido a que en este trabajo no se cuantificaron los niveles de corticosterona, se
pesaron las glandulas interrenales con el objetivo de evidenciar (de manera indirecta),
la activacion del eje HHA. Los resultados muestran que las tortugas incubadas en NA
presentan glandulas de mayor masa que las tortugas incubadas en NN (t = -2.1769,
p<0.05).
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Figura 4. Las tortugas incubadas en nidos artificiales (NA) presentan mayor masa
interrenal a la emergencia que las tortugas incubadas en nidos naturales (NN). La
grafica muestra la masa interrernal (mg) de tortugas incubadas en NN y NA. El nimero
de tortugas analizadas por grupo se presenta encima de cada barra. (PROM + EST.
*p<0.05).

Andlisis de inmunohistoquimica

Una vez que se estandarizd6 la técnica de inmunohistoquimica para CRH
(Apéndice 1), se procedid al analisis de las estructuras de interés (i. e., PVH, corteza
dorsal y dorsomedial). En todas las regiones cerebrales evaluadas las tortugas
incubadas en NA presentaron mayor numero de células inmunorreactivas a CRH que
las tortugas incubadas en NN por mm? (PVH: t = 2.3498, p<0.05. Figura 5; corteza
dorsal: t = 3.1004, p <0.01. Figura 6; corteza dorsomedial: t=2.6153, p<0. 05. Figura 7).
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Adicionalmente, el andlisis de densitometria fue realizado en las mismas fotografias
donde se cuantificé el nimero de células inmunorreactivas para CRH. Este analisis
muestra que si bien en todas las estructuras valoradas la intensidad promedio fue
mayor para las tortugas incubadas artificialmente, en ningun caso se alcanzo6 la

significancia estadistica (resultados no mostrados).
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Figura 5. Las tortugas incubadas en nidos artificiales (NA) presentan mayor
numero de células inmunorreactivas a la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) que las tortugas incubadas en nidos naturales (NN) en el nucleo
paraventricular hipotalamico (PVN). A y B son microfotografias representativas de
células inmunorreactivas a CRH en el PVN de tortugas incubadas en NN y NA,
respectivamente. Barra de escala = 20 micrémetros. C, la grafica muestra el numero de
neuronas positivas a CRH en las tortugas incubadas en NN y NA. El niamero de
tortugas analizadas provenientes de tres nidos por grupo se presenta encima de cada
barra. (PROM = EST. *p<0.05).
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Figura 6. Las tortugas incubadas en nidos artificiales (NA) presentan mayor
numero de células inmunorreactivas a la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) que las tortugas incubadas en nidos naturales (NN) en la corteza dorsal. Ay
B son microfotografias representativas de células inmunorreactivas a CRH en la corteza
dorsomedial de tortugas incubadas en NN y NA, respectivamente. Barra de escala = 20
micréometros. C, la grafica muestra el nUmero de neuronas positivas a CRH en las
tortugas incubadas en NN y NA. El nidmero de tortugas analizadas por grupo se
presenta encima de cada barra. (PROM + EST. **p<0.01).

20



n=7

NE *
€ 3000 - I
g. n=7
o
=
o 2000 -
(]
(1]
-
o
£
5 1000 -
=

0 -

NA

Figura 7. Las tortugas incubadas en nidos artificiales (NA) presentan mayor
numero de células inmunorreactivas a la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) que las tortugas incubadas en nidos naturales (NN) en la corteza
dorsomedial. A y B son microfotografias representativas que muestran células
inmunorreactivas a CRH en la corteza dorsal de tortugas incubadas en NN y NA,
respectivamente. Barra de escala = 20 micrometros. C, la gréfica muestra el nimero de
neuronas positivas a CRH en las tortugas incubadas en NN y NA. El nimero de
tortugas analizadas por grupo se presenta encima de cada barra. (PROM + EST.
*p<0.05).
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8. Discusion
Con el objetivo de proteger a los embriones de tortugas marinas de la depredacion,

saqueo y condiciones ambientales desfavorables durante la incubacion, se ha
desarrollado como estrategia de conservacion la creacion de viveros en los cuales son
reubicados los nidos en riesgo. Aunque en principio la incubacioén artificial en viveros se
elige como una alternativa adecuada para preservar las poblaciones de tortugas
marinas a nivel mundial, estudios previos de nuestro grupo de trabajo han documentado
que la incubacion artificial conduce a una sobreactivacion del eje HHA y a alteraciones
en la citoarquitectura de las neuronas de la formacion hipocampal en crias de L.
olivacea. Con el interés de explicar el mecanismo que subyace esta hipotrofia neuronal
en L. olivacea, en este trabajo evaluamos el efecto de la incubacién artificial sobre la
inmunorreactividad para la proteina CRH en el PVN y en las cortezas dorsal y
dorsomedial. Nuestros resultados muestran una densidad mayor de células (muy
probablemente neuronas) inmunopositivas para CRH en todas las estructuras
cerebrales evaluadas en crias incubadas en NA en comparacion con aquéllas

incubadas en NN.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las tortugas incubadas en NA
presentaron menor masa Yy longitud corporal a la emergencia que las tortugas
incubadas en NN, asi como una mayor masa adrenal. Ha sido documentado en
diversas especies de vertebrados que la exposicidn crénica a estresores durante etapas
tempranas de la vida conduce a baja talla corporal al nacimiento (Harris y Seckl, 2011).
Asi mismo, ha sido ampliamente reportado que la sobreactivacion del eje HHA en
mamiferos conduce a un incremento en la masa adrenal. Adicionalmente, una de las
respuestas fisiologicas mas usadas para valorar la respuesta a un estresor es la
medicion de los niveles de glucocorticoides. Trabajos previos en nuestro laboratorio han
evidenciado una correlacién entre masa interrenal y los niveles de glucocorticoides en

crias de tortugas incubadas en NN y NA (Herrera-Vargas et al., 2017. En revision). En
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conjunto, los resultados sugieren que las tortugas L. olivacea muestreadas en el

presente estudio estuvieron sometidas a estrés cronico durante la incubacion en NA.

En el presente trabajo evaluamos el efecto de la incubacibn NA sobre la
inmunorreactividad de CRH en estructuras cerebrales asociadas a la regulacion del
eje HHA en mamiferos. En primer lugar, nuestros resultados muestran que la
sintesis (y muy probablemente la liberacion) de CRH en el PVN, es mayor en crias
de tortugas incubadas artificialmente. Se ha reportado que en el PVN existen
receptores para CRH que censan el incremento en la hormona y regulan a la baja
su sintesis a nivel de mensajero cesando la respuesta del eje HHA (Korosi et al.,
2010). Sin embargo, en individuos crénicamente estresados los altos niveles de
CRH no deprimen la funcién hipotalamica y la activacion del eje HHA se mantiene
(Olivares et al. 2008).

Por lo que respecta a la formacién hipocampal (cortezas dorsal y dorsomedial),
nuestros resultados muestran que las tortugas incubadas en NA presentan una mayor
densidad de neuronas inmunorreactivas para CRH. Diversos trabajos han reportado
qgue la sobreexpresion postnatal de CRH en el prosencéfalo de ratones causa déficit
cognoscitivo, una atenuada LTP y reduccidn de las espinas dendriticas en el area CA3
del hipocampo. Por su parte, la aplicacion de antagonistas para CRHRL1 restaura la
funcién cognitiva, la LTP y la densidad de espinas neuronal en el area CA3 (Wang et
al., 2011; Weninger et al., 1999) . En conjunto, estos resultados sugirieren que en el
cerebro anterior la via CRH/CRHR1 es crucial para la programacion de la funcién
cognoscitiva causada por el estrés en las primeras etapas de vida. Asi, incrementados
de CRH en las cortezas dorsal y dorsomedial de tortugas incubadas artificialmente
sugiere alteraciones en la regulacion de la sintesis y liberacibn de esta hormona
también a nivel hipocampal, esto sugiere que las alteraciones en la morfologia neuronal
reportadas previamente por nuestro grupo de trabajo (Herrera-Vargas et al., 2017. En

revision) pueden ser explicadas al menos parcialmente por esta via.
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Brunson et al.,, (2001) reportan que durante el estrés se elevan los niveles de
glucocorticoides plasmaticos, los cuales promueven la expresion de CRH en el nucleo
central de la amigdala (ACe), al mismo tiempo esta elevacion de los glucocorticoides
causa una retroalimentacion negativa a nivel del hipocampo causando una supresion de
MRNA de CRH en el PVN de ratas neonatas. Esta regulacion diferencial de la
expresion de CRH en el PVN mediada por glucocorticoides, causa una regulacion
adecuada del eje HHA. Sin embargo, durante el estrés cronico se han reportado
cambios significativos en la sobre-expresion de CRH en PVN. Herrera-Vargas et al.,
(2017. En revision) reportan que las tortugas a la emergencia de NA presentan una
elevacion de glucocorticoides y alteraciones en la citoarquitectura de las neuronas del
hipocampo aunado a los resultados obtenidos en el presente trabajo se podria suponer
una desregulacion del eje HHA. Asi, para mejorar su supervivencia, un organismo
necesita recordar y aprender de eventos amenazantes o estresantes. Para que esto
suceda se requiere de mecanismos fisiol6gicos que se activan durante el estrés. En los
resultados obtenidos se observa una posiblemente alteracién en la sintesis de CRH que
podria causar un déficit de la memoria y el aprendizaje asi como una atenuada LTP. Lo
que conduciria a afectaciones en un futuro para las tortugas al intentar aprender sus

rutas de migracion para regresar a sus playas de anidacion.

9. Conclusiones

Las células CRH muestran una respuesta diferencial, medida mediante la
inmunorreactividad para CRH, en crias recién eclosionadas de NA. Los resultados
obtenidos, en conjunto con los reportados en nuestro laboratorio apuntan a que la
incubacion artificial causa una desregulacion del eje HHA, en crias de tortuga L.
olivacea a la emergencia de NA.
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Anexo

Con la finalidad de analizar la inmunorreactividad de CRH en crias de L. olivacea,
primero se analizo la eficiencia del anticuerpo para unirse al antigeno de interés en el
tejido de las crias, los resultados obtenidos demuestran el anticuerpo reconoce al

antigeno de manera especifica (Apéndice 1).

tApéndice 1. EIl anticuerpo anti-hormona liberadora de corticotropina (CRH)
reconoce eficientemente al antigeno en el cerebro de tortuga marina L. olivacea. A
y B son micrografias representativas de un tejido control de inmunohistoquimica (sin

anticuerpo primario) y un tejido experimental (incubado con anticuerpo anti-CRH). Barra
de escala = 20 micrémetros.
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